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1.

II.

| NTRODUCTI ON

Depuis plusieurs années, les tentative
rum nanti um agent pathogéne de | a Cowdri ose d
par des échecs.

Cependant, en 1990, la technique de cy
a été mse en application par D. MARTINEZ 4
1'IEMVT.

le but de notre stage est de maitrisex

de 1l'appliquer dans notre laboratoire avec

TECHNIQUE DE CULTURE DE C.R. SUR LES CELLUJ

s de culture in vitro de Cowdria

u heartwater ont été caractérisés

[ture de (CR) Cowdria

la mssion Antilles-Quyane de

rum nantium
e

cette technique de culture afin

1a souche sénégalaise de CR

ES ENDOTHELIALES

A Qultures des cellules endothéliales

1) Les cellules adaptées a la culture de C

R.

Cellules BUE Bovine Umbilical Endothelium

BBEC Bovine Brain Endothelium

2) Mlieu de culture (cf. annexe)

Il est trés inmportant et serait

matiére de culture cellulaire de CR

Parm les différents mlieux testés
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 ae

+ Trypt ose phosphate Broth .deshydrated (
- + Peni streptonycine 10 UI/100 pg/ml et

le seul

Cells

la cahse de nonmbreux échecs passés en

ayant perms |e dével oppenen

veau nouveau né (SVN) 10 p.100

TPB) a 2,95 g/l

furgizone (2,5 a 5 pg/ml)

R N




+ Qutamne 2 mM

+ Gl atine (uniquenent pour la culture d

+ eau distillée stérile

Le mlieu prét est ms en incubation
p.lOO COz)-

o1

e

5 BBEC)

dans |'étuve a CO0, (8 = 37" C

3) Technique de culture
Ce sont les techniques classiques.
B. Isolenent de C.R sur cellules endothél dales : B.U.E.
1) Inocul um
~ Broyat de tiques infectées (Nynphes gorgdes)
Désinfecter les tiques a I|'alcool et 4 |'eau de javel, puis rincer
3 fois a |'eau distillée stérile et centriffuger le broyat.
- Sang
Le neilleur inoculum récolté stérilemgnt sur héparine a partir du 2¢ / 3é
jour d hyperthermie chez les rumnants.
2) |sol ement
Diluer une partie de sang dans une patrtie de mlieu de culture et nettre

=2 n dans 1 boite de 25 ¢p?
8310 M dans 1 boite de 75 cm?

incuber 1 a 2 heures a |'étuve 37°C

Bien rincer

(100 M dasgow + bicarbonate) jusqu'a ce

ajouter le nilieu de culture. Changer le

trois jours.

Remarque , Quand on inocule avec du sang,
10 jours a 3 semaines.

le tapis cellulaire 3 a 4

m

fois avec du mlieu de | avage
hu'il n'y ait plus de sang et

ilieu le lendemain, puis tous les

lers pl ages apparai ssent entre




C

I nocul ati on de cellul es BUE sai nes par

es cellules infectées a CR

1)  Inocul um

- UWiliser e surnageant d' une culture présg

infectées conpris entre 70 et 80 p.100 et}

entant un pourcentage de cellules

dont les C R sont au stade de

corps élénentaires CE (coloration rapide RAL.).

- Pour une expérinentation, il

est nécessail

re de centrifuger a 1 000 Rom pen-

dant 10 nm afin d'élininer tout débris cellulaire. ainsi, un tel surnageant
ne contient que des CE et pernet une bciynne synchronisation des cultures.
2) Inocul ation

Nous di sposons d'un flacon de 25 cm® o

laisser 2 heares a |'étuve
conpl éter avec 6 m de mlieu gl asgow et
tous les

(oser ver jours.

Dans nos conditions de culture,
Il

| e cyd
a 6 jours. se termne par |'éclatenent d

corps él énentaires entrainant |la nort des d

ges, la destruction du tapis cellulaire est
soit 6 a 12 jours. A ce stade, 90 p.100 de:s
soit le stock.

D. Trypsinisation des cellules

Dluer la trypsine au 1/10. Verser le

75 cm? avec un tapis conplet de cellules s3

Mélanger 2 fois les cellules avec: 2 mi

sérum Jeter et nettre 2 n de trypsine en

jeter le mlieu de culture contenu dans

inoculer avec 1 a 2 m de cellul es infect;

vec un tapis cellulaire conplet
e flacon

ées

renettre a |'étuve.

le de Cowdria rumnantium dure 5

es norula et la libération des

ellules hb6tes. Au cours des passa-

quasi -conpléte en 1 ou 2 cycles

cellules sont infectées quel que
mlieu contenu dans le flacon de
ines,
| de trypsine pour enlever le

laissant agir 30 secondes.

||l/t!l




Tapot er

la boite de facon a faire réco]

Ler les cellules et rajouter 10 ni

de gl asgow avec du sérum de veau pour arr&tér |'action de la trypsine puis ré-

partir dans 6 flacons de 25 cm? & raison d

Compléter avec 6 mi de milieu gl asgow

I ncuber les flacons dans

de les ouvrir |égérenent dans le but

2 heures etles referner.

['étuve a CO,

d'alim

e} 2 ml/flacon.

5 p.100 en prenant la précaution

bnter les cellules en CO, pendant

Cbserver |les boftes tous les jours en |changeant e nilieu le Iendenain
puis tous les 2 a 3 jours jusqu'a obtenti.of dun tapis cellulaire conplet.
Renmar que

La trypsinisation sert a multiplier 1ds cellules pour constituer un

stockde cellul es saines.

1 bol

1 passage de cellules 1 bot

sai nes

e de 25 cm® —> 2 X 25 cm?

be de 75 cm® —> 2 x 75 cm?

Ill/lll




V.

CONCLUSI ON

La technique de culture

notre |aboratoire.
L'infection de

héparine au 3é jour

nos cellules

d hyperthermie a parti

in vitro de C.

saines par

R. pourra ains

étre appliquée dans

du sang
de

récolté stérilenent sur

A rumnants infectés-nous permet-

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

Des tests de vaccination des rumnant:g contre la Cowdriose pourront étre
envisagés dans le cadre de notre programmejcle recherche sur la Cowdriose
Convention DG Xl | Cowdri ose/ CEE
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continue qu'il a

1;

pour

la formation de 1'Inst

responsabl e du laboryl
la parfaite organirg

toujours manifesté pou:y

itut sans qui la formation ne serait

tsire de Microbiologie de la Mission

a-tion du stage et par l'assistance

:NOUS assurer une bonne conpr éhensi on




II1I.

CONCLUSION

La technique de culture in vitro de C,

notre laboratoire.

R. pourra ainsi @tre appliquée dans

L'infection de nos cellules saines

pat

héparine au 3é& jour d hypertherme a partiz

tra de faire des passages avec notre souche

P

liales.

Des tests de vaccination des rumnant $

envisagés dans le cadre de notre programe

Convention DG XlII Cowdri ose/ CEE.

du sang
de rumnants
de CR

récolté stérilenent sur

i nfectés' nous pernet-

sur les cellules endothé-

contre
de

la Cowdriose pourront
la Cowdriose

étre
recherche sur

REMERCI EMENTS
Nous adressons nos renercienents les p
-au Pr. CGerrit ULENBERG D recteur Scient

| e responsable de la formati on de 1'Ipnsti

pas réalisable,

- au Dr DO MARTINEZ, responsable du | abor:at

Antilles-Cuyane pour la parfaite organiga

continue qu'il a toujours manifesté pour

des essais de culture,

= aux Drs E. CAMJS et N, BARRE pour |eur

= Messieurs Stephane CO SNE et Christian $H

technique qui nous a facilité la msd

lus chers

ifiqgue de 1'IEMVT et a Me Qd ady

tut sans qui la formation ne serait

oire de Mcrobiologie de la Mssion
tion du stage et par |'assistance
nous assurer une bonne conpréhension
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1.

2.

= Sortir les tubes de |'azote liquide et

Remarque : Ne jamais décongeler toutes les

ANNEXE

Congélation des cellules endothéliales

Trypsi ner les cellules dans une boite de

Mettre dans un tube conique et centrifug

pendant 10 m.

Jeter le surnageant et reprendre le culcy
conposé de : (moitié Mlieu dasgow + nt»
mlieu doit étre gardé au frais a 1'avan
de Nunc et enroylé avec du coton et hiera
Les tubes sont placérs dans une boite en
(Nunéroter les tubes BUE + passage -+ dat:

Au bout de 24 heures, ils sont trenpés «i

Décongél ation des cellules endothéliale

75 cm?.

br & 300 g (1 200 tours/mn

itié SVF + 10 p.100 de DVMBO. Ce
ce. Le culot est ms dans des tubes
fermé.

pol ystyréne et incubés a - 80°C
IN

gns |'azote |iquide.

[}

en procédant |le plus rapidenent possibley

Bien désinfecter les tubes a |'alcool s

Dluer au noins 10 fois 1'aliquot dans

dans un flacon de 75 cm?.

I ncuber dans |'étuve a CO,. Aprés 24 h¢

Congél ation des Cowdria

Gatter le tapis cellulaire et (bien ne

cas d'un passage);

les placer au bain-narie a 37°C

et en agitant.
ous la hotte.

un nmlieu Gasgow et le nettre

ures, changer le nilieu.

cellules en nénme tenps.

tre en suspension les Cowdria dans

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

Réduire le surnageant (garder 2 ni)

ll‘/.'l

t dans 1 nl de mlieu de congélation

le



- Bien nmettre en suspension le culot + le
10 p.100 de CVBO dans 1 tube stérile de

daté et passer dans |'azote [liquide.

4, Tangons

- Bi carbonate de Na (Hydrogénocarbonate dg

5,5 p.100

Peser 5,5 g de bi carbonat e,

deau distillée. Agiter pour bien mélange::
tion sur filtre mllipore 0,22 p dans des
la hotte). Conserver a + 4°C

- Sérum foetal de veau ou sérum de veau n

mettre d4d

reste du surnageant (2 ml) +

NUNC en marquant |a souche 1

Sodi um NaHCO3)

ns un récipient et rajouter 100 ni

(dissoudre) et passer a la filtra-

flacons de 100 mi stériles (sous

buveau-né SVF ou SVN 10 p.100

Quand on décongele 1 flacon de 500 m

avec les 100 m.

Trypt ose Phosphate Broth deshydrated (100

Peser 29,5 g et nettre dans un béche:

Répartir 10 ml/flacon et dévisser |égeére:m

clave 15 m. Refernmer les flacons (sous 1
quer TR 10G + date..

1, congeler 4 x 100 nmi et travailler

x,29,5 g/100 ml)

100 mMi d eau distillée

ent | es flacons et |les passer a l'autc

r puis rajouter

Lhotte), nettre du parsfilm et nar-

- Pénicilline = Streptonyci ne Lyophilized

en poudre 100 x

Mettre 20 m deau distillée stéril e

(sous la hotte) et répartir en
flacons de 5 ml 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 flagon, rajouter 100 m d'eau distillée

et bien dissoudre puis filtrer sur Millij

recouvrir |es bouchons de parafilm et les

Conservation a = 20°C

ore 0,22, Répartir 10 ml/tube stérile

mai ntenir i ncliné.

-cn/-cc



- Bien nettre en suspension le culot + | e jreste du surnageant (2 nm) +
10 p.100 de DMSO dans 1 tube stérile de |[NUNC en marquant |a souche i

daté et passer dans |'azote |iquide.

4. Tanpons

- Bicarbonate de Na (Hydrogénocarbon ate dé Sodium NaHCOs)
595 P-]-,OO

Peser 5,5 g de bicarbonate, mettre dans un récipient et rajouter 100 ml
d'eau distillée. Agiter pour bien nmelanger (dissoudre) et passer a la filtra-

tion sur filtre mllipore 0,22 u dans des flacons de 100 ml stériles (sous
la hotte). Conserver a + 4°C

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

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

Tryptose Phosphate Broth deshydrated (10 x,29,5 g/100 ni)

Peser 29,5 g et nettre dans un béch r puis rajouter 100 m d eau distillée
Répartir 10 ml/flacon et dévisser |égére ent les flacons et |es passer a 1'autc
clave 15 m. Referner les flacons (sous @ hotte), nettre du parafilm et mar-
quer TH3 100 + date..

-~ Pénicilline = Streptonycine Lyophilized en poudre 100 x

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

flacons de 5 m puis congeler a = 20°C.

- Fungi zone 100 x Conservation = 20°C

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

Peser 2,923 g et nettre dans un flagon, rajouter 100 m d'eau distillée
et bien dissoudre puis filtrer sur Millipore 0,22, Répartir 10 ml/tube stérile

recouvrir les bouchons de parafilm et |ds nmaintenir incliné.

Conservation a = 20°C

Y A



- Glatine 0,2 p.100

Peser 200 ng et nettre dans un flacon

distillée et passer a |'autoclave.

Conserver a + 4°C.

- Trypsine [/ EDTA 10 x (pour 1 litre)

Mol 80 g/l (a]
Kl 2 g/l
NaogHPO ... ... .. .. 1nsg/l
KHPO . 2 g/l

A Nag . oo 2 g/l
Typsine . . .. 5 g/l (a

Lai sser bien nélanger pendant 2 heureg
aly (sous la hotte) puis filtrersur Millf

stérile et répartir dans des flacons stérif

puis rajouter 100 ml d' eau

uster & pH 7,8)/avec NAOH IN goute a g.

conserver a = 20°C)

et mettre 2 m de rouge de phénol
pore 0,22 p dans 1 grand flacon

es de 10 ml. Boucher bien et

mettre du parafilm Etiquetter Trypsine 1Ojx + date et congeler en inclinant

les flacons.
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EAGLES GLASGOW MOD. -

BHK 21)
l | ~ |
| mMe/L 1 | Mg
| | I
]
_ HC1 | 4 2 , | CINORGANIC SALTS |
5 Lo | 24,00 | 1) chcl, 240 L' 26
{3) L-GLUTAMINE | 292,00 | 2) Fe(NO,), SH,0 |
t4) LLHSTIDNE he1 H 0 ' 21,00 ! 3) kb1 | a0
5) L-ISOLEUCINE" | | 4) Mgsoy ' 7TH O | 2o
6) L-LEUCI NE | ss2,40 | 5) N | 6401
7)) L-LYQNE HCL- | 73,10 | 6) NaHCO 275
| : 3 1
8) L-NETH ONNE ' 15,00 | 7) NH_PO,  H O 12
+9) L-PHENYLALANINE | 33,00 |
10) L- THREONI NE | 47,60 t
11)  L-TRYPTCPHAN | 8,00 |
12) L-TYROSIME | 36,20 t
13) L-VALINE | 93,60 |
: | | LSO
41 \ .
" VITAMINS ] ] —_—
' l ‘\ .
;1)_CHO INF C ZW[,@ngwm;mﬂbmm@
-2) Ca-D-PANTOTHENATE \ 2,00 | PrrablcTe 2
"3) FOLIC ACID 2,00 t ( ol | )ca
"4) NICOTINAMIDE | 2,00 | '
[ { .
2) P;Rég;x:\; NE"'Cl 29 | Nevopen 580 mg (AmdL V)
) : : —5 0,20 l Conn TN Sodlumar
! | AR
OTHER COMPONENTS = ; ~ Novoslap Ag[ime = A
1) GLUCOSE H 0 | 4as50,00 | (etmlni 0,325 ¥epl
2)  TNOSI TOL R ‘l Nk feon. o Sosc
3) PHENDL RED | 10,00 |
4) TRYPTOSE PHOSPHATE BROTH 1 | H=ons.
(DIFCO) | 2950,00 |

E;SLﬁrilifl Qo kmburn. e B

Uil




At v s,

-9 9 5;57‘ Quantité de NaHCO,/litre
/w(/Q_ mM ml
. Réf. cat.
Réf. cat. Milieux 16-883
10-001 Midieu de base de tagle (modifie) avec sels de Earle - 39, 5’ _ 20 5u 10 220u 11 1.68 ou 0.85
10-031 Miey deBase de Eagle (modihié] avec Sels de Hanks ' T Lo 5 035
10-941 Mudieu de f)ase de Eagle pour cellules diploiges 20 22 1.68
10-101 Nitieu gssém!el. minimum de Eagle (modifie) sels de Earle %614 24 13, 10 270ul’ 2 00 ou 0.85
10-131 Mgy ess'ennel minmmum de Eagle lmoamé) sels de Hanks 4 5 0.35
10-171 Mihieu essenuel minimum de Eagle pour cultures gn suspensic’™ 24 27 200
1 o Milieu 198 ‘io 26 & 29 290
10-231 Milieu 199 4 5 0.35
10-250 Lactalbumine de Earle 26 & 29 2.20
10-260 Lactalbumine de Hanks ¢ 5 0.35
X 10-301 Milieu dg Eagle madification de Glasgow S0 a3 o -
10-311 Miieu de Eagle modification Alpha 24 27 500
10-323 Miieu essentie! msmimum de Eagle modification de Jokiik - _
10-331 Atihieu de Eagle modification de Dulbecco 445 49 3.70
10-411 Mitieu Ham F10 148 16 1.20
10-431 Viheu Ham F12 14 16 118
10-521 Mitieu de Waymouth MG7 52/1 . 27 30 204
10-551 Milieu McCoy 5A modilicatior de lwakata et Grace 785 29 220
10-601 Mitieu RPMI 1640 36,4 24 27 2.00
10-661 Alieu ,C,MRL 1066 265 20 2,20
10-821 Miliew Fischer : 13.5 1% 112
10-911 Mo NCIC 135 o 26 s 2 220
“ot i /ir‘{ C.';E"—\/

RO ey e i ahor e jukink 231 hvee aved < g/‘ Oe

Pt
D dthonals de s .

SO[U k\o" S,C : irter '1.3,:1:; n(al\ [ C ] (‘( O‘?)g/
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C@ﬁreﬁ L 555

POUR LA COLORATION RARIDE DES FROTTIS

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

Il est compose de 3 solutiong :

« solution | 125 ml méthanol, 3 renouveler régulierement dans -
les pays adegré hygr ométrique élevé
e solution I 125 ml solution aqueuse éosine RAL, STABLE 1 an 3

temperature ambiante

e solution i 125 ml solution aqueuse, blen de méthylene RAL,
. STABLE 6 mois & temgérature ambiante en stock,
2 mois 3 partir de{utilisation.

e e o e b s A RAFETGD ey

x5 A A A A A A e A A A A A A R4
. .

FORMULE SANGUINE

Plonger le frottis Plonger le frottis Plonger | e froitis
5 fois {1 seconde 5 fois 1 seconde 5 fois 1 seconde
dans la solution | dans la solution Il dans la solution i
égoutter {‘excédent sur bien égoutter I'excédent, laver rapidement
papier filtre. ne pas laver. 3 'eau déminéralisée.

[Finterprétation est identique a celle des ¢olorations classiques.

PALUDISME - PIROPLASMOSE

Plonger le frottis Plonger le frottis Plonger le frottis
7 minute  * 2 fois 7 seconde 2 fois 1 seconds
dans la solution [ dans la solution |l dans la solution [ll
rincer &4 l'eau . rincer rapidement 3 laver & I'eau courante.
I'eau
FILARIOSE
Plonger le frottis Plonge; le frottis Plonger le frottis *
10 fois 7 seconde 10 fois 1 seconde 10 & 20 fois 1 seconde
dans la solution | dans la solution Il dans la ‘solution, |{f
kgoutter I'excédent sur bien égoutter "excéde t, laver § I'eau courante.
papier filtre. ne pas laver.
« TRICHOMONASE
| ) .
! A Plonger le frottis Plonger le frottis Plonger le frottis
15 secondes 1 minute 1 minute
dans la solution {, dans la solution |l dans la solution Il
essorer sur papier fiftde. laver & ['eau démmérahsée.
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