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[ NTRCDUCT! ON

Depuis plusieurs années, les tentatives de culture in vitro de Cowdria
ruminantium agent pathogenede la Cowdriose ou heartwater ont été caractériseés
par des échecs.

Cependant, en 1990, la technique de culture de (CR) Cowdria rumnantium
a été mse en application par D. MARTINEZ de la nission Antilles-Qiyane de

1'IEMVT,

Le but de notre stage est de maitriser cette technique de culture afin

de |'appliquer dans notre laboratoire avec la souche sénégalaise de CR

TECHNNQUEE DE CUTURE DE CR SWR LES CELLULES ENDOTHELIALES

A Qultures des cellules endothéliales

1) Les cellules adaptées a la culture de CR

Cel | ul es BUE Bovi ne Umbilical Endot hel i um
BBEC Bovi ne Brai n Endot hel i um Cells

2) Mlieu de culture (cf. annexe)

Il est trés inportant et serait la cause de nonmbreux échecs passés en
matiére de culture cellulaire de CR

Parm les différents mlieux testes 1le seul ayant pernis |le dével oppenent
de CR est le suivant

« MEM nodifié dasgow (BHK 21) 10 x
+ Bicarbonate Na (2,75 g/1)

~ + Sérum foetal de veau (SVF ) ou sérum de veau nouveau né (SVN) 10 p.100

+ Trypt ose phosphate Broth deshydrated (TPB) a 2,95 g/1
+ Peni streptonycine 10 UI/100 pg/ml et  fungizone (2,5 & 5 upg/ml)
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+ dutamne 2 oM

+ Gl atine (uniquenent pour la culture des BBEC)

+ eau distillée stérile

Le milieu prét est mis en incubation dans |'étuve a CO0, (8 = 37" C
5 p.100 Q).

3) Technique de culture

Ce sont les techniques classiques.

B. Isolement de C.R sur cellules endothéliales : B.UE

1)  Inocul um

- Broyat de tiques infectées (Nynphes gorgées)

Désinfecter les tiques a l'alcool et a |'eau de javel, puis rincer
3 fois a l'eau distillée stérile et centrifuger le broyat.

= Sang
Le meilleur inoculum récolté stérilenent sur héparine a partir du 2& [/ 3é
jour d hypertherme chez les rumnants.

2) Isol enment

Diluer une partie de sang dans une partie de mlieu de culture et nettre
* 2 m dans 1 boite de 25 cm?

8410 m dans 1 boite de 75 cm?

incuber 1 & 2 heures a |'étuve 37°C

Ren rincer le tapis cellulaire 3 a 4 fois avec du nilieu de lavage
(100 m dasgow + bicarbonate) jusqu'a ce qu'il n'y ait plus de sang et
ajouter le nilieu de culture. Changer le mlieu le lendemain, puis tous les
trois jours.

Remarque : Quand on inocule avec du sang, |es plages apparaissent entre
10 jours a 3 senaines.



C Inoculation de cellules BUE saines par des cellules infectées a CR

1)  Inocul um

- UWiliser le surnageant d'une culture présentant un pourcentage de cellules

infectées conpris entre 70 et 80 p.l00 et dont les CR sont au stade de
corps élénentaires CE (coloration rapide RAL.).

- Pour une expérinentation, il est nécessaire de centrifuger a 1 000 Rpm pen-
dant 10 m afin délimner tout débris cellulaire. ainsi, un tel surnageant

ne contient que des CE et permet une bonne synchronisation des cultures.

2) Inocul ation

Nous di sposons d'un flacon de 25 cm? avec un tapis cellulaire conplet

~ jeter le mlieu de culture contenu dans le flacon
- inoculer avec 1 a 2 m de cellules infectées
laisser 2 heures a |'étuve
-~ conpléter avec 6 nm de nilieu glasgow et renettre a |'étuve.

(oserver tous les jours.

Dans nos conditions de culture, le cycle de Cowdria rumnantium dure 5

a 6 jours. Il se termne par |'éclatenent des morula et la libération des
corps élénmentaires entrainant la nort des cellules hdotes. Au cours des passa-
ges, la destruction du tapis cellulaire est quasi-conpléte en 1 ou 2 cycles
soit 6 a 12 jours. A ce stade, 90 p.l00 des cellules sont infectées quelque

soit le stock.

D. Trypsinisation des cellules

Dluer la trypsine au 1/10. Verser le mlieu contenu dans le flacon de
75 cm® avec un tapis conplet de cellules saines.

Mel anger 2 fois les cellules avec 2 mM de trypsine pour enlever le

sérum Jeter et nettre 2 nm de trypsine en laissant agir 30 secondes.



Tapoter |la boite de facon a faire récoller les cellules et rajouter 10 ni

de glasgow avec du sérum de veau pour arréter |'action de la trypsine puis ré-
partir dans 6 flacons de 25 cm® & raison de 2 ml/flacon.

Compléter avec 6 m de nilieu gl asgow

Incuber les flacons dans |'étuve a CO, 5 p.l00 en prenant la précaution
de les ouvrir |égerement dans le but dalimenter les cellules en CO, pendant
2 heures et les referner.

(oserver les boites tous les jours en changeant |le nilieu le |endemain

puis tous les 2 a 3 jours jusqu' a obtention dun tapis cellulaire conplet.

Remar que

La trypsinisation sert a nultiplier les cellules pour constituer un
stock de cellules saines.

1 boite de 25 cm?2 —> 2 x 25 cm?
passage de cellules saines : 1 boite de 75 cm® — 2 x 75 cm?

codfonn



CONCLUSI ON

La technique de culture in vitro de CR pourra ainsi étre appliquée dans
notre laboratoire.

L'infection de nos cellules saines par du sang récolté stérilenent sur
héparine au 3é& jour d hypertherme a partir de rum nants infectés nous pernet-

tra de faire des passages avec notre souche de CR sur les cellules endothé-
liales.

Des tests de vaccination des ruminants contre la Cowdriose pourront étre
envisagés dans le cadre de notre programme de recherche sur la Cowdriose
Convention DG XlI| Cowdri ose/ CEE
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ANNEXE

1. Congélation des cellules endothéliales

- Trypsiner les cellules dans une boite de.75 cm?.

- Mettre dans un tube conique et centrifuger a 300 g (1 200 tours/ m

pendant 10 m.

- Jeter le surnageant et reprendre e culot dans 1 mi de mlieu de congél ation
composé de : (noitié Mlieu Qasgow + moitié SVF + 10 p.l00 de DVMBO. Ce
mlieu doit étre gardé au frais & |'avance. Le culot est nmis dans des tubes
de Nunc et enroylé avec du coton et bien ferng.

Les tubes sont places dans une boite en polystyréne et incubés a - 80°C
(Nunéroter les tubes BUE -t passage + date).

Au bout de 24 heures, ils sont trenpés dans |'azote |iquide.

2. Décongélation des cellules endothéliales

- Sortir les tubes de |'azote liquide et les placer au bain-marie a 37°C

en procédant le plus rapidement possible et en agitant.
~ Bien désinfecter les tubes a |'alcool sous la hotte.

~ Diluer au noins 10 fois I'aliquot dans un nilieu @ asgow et le nettre

dans un flacon de 75 cm?.

- I ncuber dans |'étuve a CO.. Aprés 24 heures, changer le nilieu.

Remarque : Ne jamais décongeler toutes les cellules en néne tenps.

3. Congélation des Cowdria

Gatter le tapis cellulaire et (bien nmettre en suspension les Cowdria dans le
cas d'un passage);

Centrifuger le tout a 2 500 tours pendant 15 m a 25°C

- Réduire le surnageant (garder 2 n)
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-~ Bien mettre en suspension le culot + le reste du surnageant (2 m) +
10 p.100 de OVBO dans 1 tube stérile de NUNC en marquant |a souche 1

daté et passer dans |'azote Iiquide.

4. Tanpons

« Bi carbonate de Na (Hydrogénocarbonate de Sodi um NaHCO3)
5,5 p.100

Peser 5,5 g de bicarbonate, nettre dans un récipient et rajouter 100 ni
deau distillée. Agiter pour bien nélanger (dissoudre) et passer a la filtra-
tion sur filtre mllipore 0,22 y dans des flacons de 100 ml stériles (sous
la hotte). Conserver a + 4°C

- Sérum foetal de veau ou sérum de veau nouveau-né SVF ou SVN 10 p.100

Quand on décongéle 1 flacon de 500 m, congeler 4 x 100 m et travailler
avec les 100 m.

Trypt ose Phosphate Broth deshydrated (100 x,29,5 g/100 ml)

Peser 29,5 g et nettre dans un bécher puis rajouter 100 m d'eau distillél
Répartir 10 ml/flacon et dévi sser | égerenent |les flacons et |les passer a 1'aut
clave 15 mn. Refermer les flacons (sous la hotte), nettre du pargafilm et nar-
quer T 100 + date..

~ Pénicilline - Streptonycine Lyophilized en poudre 100 x

Mettre 20 m d eau distillée stérile (sous la hotte) et répartir en

flacons de 5 nml puis congeler a = 20°C

= Fungi zone 100 x Conservation -~ 20°C

-~ Qutanine 100 x 2 M soit 292,3 g/l

Peser 2,923 g et nettre dans un flacon, rajouter 100 m d'eau distillée

et bien dissoudre puis filtrer sur Mllipore 0,22. Répartir 10 ml/tube stérile

recouvrir les bouchons de parafilm et |es maintenir incliné.

Conservation a = 20°C

l'l/ill



- Bien nettre en suspension le culot + le reste du surnageant (2 m) +
10 p.100 de OVBO dans 1 tube stérile de NUNC en marquant |a souche 1.

date et passer dans |'azote |iquide.

4, Tagggons

~ Bicarbonate de Na (Hydrogénocarbonate de Sodium NaHCOs3)
5,5 p.100

Peser 5,5 g de bicarbonate, nettre dans un récipient et rajouter 100 m
d'eau distillée. Agiter pour bien mélanger (dissoudre) et passer a la filtra-
tion sur filtre mllipore 0,22 gy dans des flacons de 100 mi stériles (sous

la hotte). Conserver & + 4°C

-~ Sérum foetal de veau ou sérum de veau nouveau-né SVF ou SVN 10 p.100

Quand on décongéle 1 flacon de 500 m, congeler 4 x 100 nml et travailler

avec les 100 m.

Tryptose Phosphate Broth deshydrated (100 x,29,5 g/100 ni)

Peser 29,5 g et mettre dans un bécher puis rajouter 100 m d eau distillée
Répartir 10 ml/flacon et dévisser |égéerenent les flacons et |es passer 3 1'autc
clave 15 m. Referner les flacons (sous la hotte), nettre du parafilm et nar-
quer TEB10G + date..

— Pénicilline = Streptonycine Lyophilized en poudre 100 X

Mettre 20 mM d eau distillée stérile (sous la hotte) et répartir en
flacons de 5 ni puis congeler a =~ 20°C

- Fungi zone 100 x Conservation = 20°C

-~ Qutamine 100 x 2 MM soit 292,3 g/1

Peser 2,923 g et nettre dans un flacon, rajouter 100 m d'eau distillée
et bien dissoudre puis filtrer sur MIlipore 0,22. Répartir 10 ml/tube stérile
recouvrir les bouchons de parafilm et |es mintenir incliné.

Conservation a - 20°C
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- Gélatine 0,2 p.100

Peser 200 ng et nettre dans un flacon puis rajouter 100 m d' eau
distillée et passer a |'autoclave.

Conserver a + 4°C.

- Trypsine / EDTA 10 x (pour 1 litre)

Nacl .................... 80 g/l (ajuster a pH 7,8)/ avec NAOH 1IN goute a g.
KOl o 2 gll

NapHPO ... .............. 11.5 g/1

KHoPO oot 2 g/l

EDTANap «.ovvvvnnnnnnnn. 2 g/l

Trypsine ................ 5 g/l (& conserver a = 20°C)

Lai sser bien mélanger pendant 2 heures et nettre 2 ni de rouge de phénol
a 1 % (sous la hotte) puis filtrersur MIlipore 0,22 1 dans 1 grand flacon
stérile et répartir dans des flacons stériles de 10 m. Boucher bien et

nettre du parafilm Etiquetter Trypsine 10x + date et congeler en inclinant
les flacons.
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EAGLES GLASGOW MOD. - (BHK 21)

l I

Mg/L

e
;f‘ NO ACIDS - % |r . }
ét L-ARGININE  HC1 J 42,00 | INORGANIC SALTS [
j%) L-CYSTINE j 24,00 l 1) CaCl, 2H,0 | 26
{3) L-GLUTAMINE | 292,00 | 2) Fe(Nn0,), 9H.0 [
4) L-HISTIDINE .HCl H,0 } 21,00 } 3) KC1 } 40
5) L-ISOLEUCINE: | 52,40 | 4) Mgso, 7H,,0 | 20
6) L-LEUCINE } 52,40 } 5) NaCl ; 640¢
| 7) L-LYCINE HCI- ! 173,10 ! 6) NaHCO,, ! 275,
%8) L-METHIONINE } 15,00 i 7) NeHPO,  HO ‘} 12.
' 9) L-PHENYLALANINE- | 33,00 |
10) L- THREONI NE V47,80 i
11)  L-TRYPTCPHAN | 8,00 |
12L | TYROSIME 56,20 }
13) L-VALINE 93,60 ﬂ
| AT shovies
: VITANINS l
. 1) CHALINE @ 2,00 i ,.F3_1¢\<gﬁ A : .
.2) Ca-D-PANTOTHENATE | 2,00 | -
~3) FOLIC ACID 2,00 { Cs 'ow\} Wuag,?w =
"4) NICOTINAMIDE | 2,00 |
5) PYRIDOXAL HCL 2,00 i — Nevopen 680 mg (A Al UL
6) IQB?léMPEq' 0,20 } l 'V\Lvug- < L v
7) TEIAMINIUM di C } 200 | <%xzv»o5\?¢1;)zAnchjj,an«f .
|
OTHER COMPONENTS | { — Novoshepe Ag[ime LA
1) QUOCBE H 0 4950,00 | (@mIZRALnL 0,53, ¥nepl
2) INGBITQL 3,60 { A en, an Sas
3) PHENOL RED | 10,00 |
4) TRYPTOSE PHOSPHATE BROTH ; { 4(&21,&\4
(DIFCO) | 2950,00 !
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Réf. cat.
1 0-001
1 0031
1 0-941
10-101
10-131
10-171
1 0-201
10-231
1 0-250
1 0-260
10-301
10-311
1 0-323
10331
10-411
10-431
10-521
1 o0-551
1 0-601
10-661
1 0-821
10911

RTSM %
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Milieux '
Mgy de base de Eagle imcdifie) avec sels de Earle ‘_30/ S’ |

Mineu dease de Eagle (modilié) dvec Sels de Hanks

Miieu de f)ase de Eagle pour cellules diploides

Mitieu essentiel mimmum de Eagle (modifie) sels de Earle %6,4‘
Mieu essentiel minimum de Eagle {modifié] sels de Hanks

Mikieu essentiel minimuym de Eagle pour cultures en suspensior

Milieu 199 40
Miheu 199

Lactalbumine de Earle

Lactalbumine de Hanks

Miheu dgtagle madification de Glasgow 50

Miieu de Eagle modification Alpha

AMiliey essenue! mimimum de Eagle modification de Jokhk
Mibeu dg Eagle modification de Dulbeceo

Maitieu Ham F 10

Viteu Ham F12

Milieu de Waymouth MG752/1

Mivea McCoy 5A modification de lwakata el Grace
Miey APMI 1640 36,4
Aoy CMRL 1066

\}heu Fischer

Miliey NCiC 135

talicon te jokitk w3t hvie aved 2 gff o /1#

Lot R T W e C.G

o

mM

20

2C
24

24
26

26

33

24

14
14
27

26,

24

13.
26.

ou 10

oy 10

33

[83]

m

Quantité de NaHCO,/litre

ml

Réf. cat.

16-883
220u 11

)

22
27

27
29

29

37
27

49
16
Tz
30
29
27
29

29

ou 1

g

1.68 ou 089
0.35

1.68
2 00 ou 0.85
0.35
2.00
2.20
0.35
2.20
0.35
2.75
2.00
3.70
1.20

2.24
2.2C
2.00
2,20
1.12

2.20
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RAL 555
POUR LA COLORATION RAPIDE DES FROTTIS

Le coffret RAL 555 permet, par une méthode
rapide, la coloration différentielle des cellules.

Il est composé de 3 solutions :

125 ml méthanol, arenouveler réguliérement dans
les pays & degré hygrométrique élevé

125 ml solution aqueuse éosine RAL, STABLE 1 an 2

température ambiante

125 ml solution aqueuse, bleu de méthyléne RAL,
STABLE 6 mois & température ambiante en stock,

2 mois a partir de*{utilisation.

FORMULE SANGUINE

Plonger le frottis
6 fois 1 seconde
dans la solution |

égoutter I'excédent sur
papier filtre.

Plonger le frottis
5 fois 1 seconde
dans la solution I
bien égoutter [‘excédent,
ne pas laver.

_Plonger le frottis
5 fois 1 seconde
dans la solution {l{
laver rapidement
4 leau deminéralisée.

Tinterprétation est identique & celle des colorations classiques.

PALUDISME - PIROPLASMOSE

Plonger le frottis

1 minute .
dans la solution !
rincer a l'eau

FILARIOSE

Plonger le frottis
10 fois 1 seconde
dans la solution |
égoutter 'excédent sur
papier filtre.

« TRICHOMONASE

Plonger le frottis
15 secondes
dans la solution |,

RENCTIFS

RAL

Plonger le frottis
2 fois 7 seconde
dans la solution Il
rincer rapidement j
I'eau

Plonger le frottis
10 fois 1 seconde
dans la solution Il
bien égoutter I'excédent.
ne pas laver.

Plonger le frottis
1 minute
dans la solution I
essorer sur papier filtre.

Plonger le frottis

2 fois 1 seconde

dans la solution {ll
laver & I’eau courante.

Plonger le frottis
10 4 20 fois 1 seconde

dans’ ta'solution {{
laver 4 I'’eau courante.

Plonger le frottis
1 minute
dans la solution Il
laver & 'eau déminéralisée.

Société Chimique POINTET-GIRARD, Département Réactifs 4
35, Avenue Jean - Jaures 92390 VILLENEUVE . LA .

GARENNE

Tél. 798.17.17 — Télex 610719 PGCHIMI
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