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NOTES ET INFORMATIONS

METHODE SIMPLE DE CLONAGE DE LEISHMANIA SPP.

F. GAMBARELLI, H. DUMON

A simple method for cloning Leishmania spp.

SUMMARY. A rapid and simple technique for isolation of clones of leishmania spp. was developped.
This method consists to adapt promastigote forms of Leishmania infanfum to an easily realized
medium: the Panmede solid medium.

We obtained cloned-population of this parasite for epidemiologic and toxonomic studies.
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11 s’agit d’adapter des formes promastigotes de leishmanies sur un milieu de
réalisation simple : le milieu au Panmede solide, en vue d’obtenir des populations
clonées de ce parasite, dans un but épidémiologique et taxonomique d’une part,
diagnostique d’autre part.

Matériel et méthode

— La phase liquide : le milieu au Panmede.

Nous utilisons un milieu de culture semi-défini, dérivé du milieu proposé par
Schnur (1, 7) a base de Panmede (hydrolysat de foie de beeuf) et de sérum de veau
feetal. La formule de la phase liquide, concentrée deux fois, est la suivante :

Panmede®.......... ... ... . ... ... 2g
Glucose .. ... .. .. ... .. .. L. 2g

NaCl ... 9g
KClal,15 9%.......... i, 20 ml
Sérum de veau feetal..................... 80 ml
Rouge de phénol ......... ... ... ... ... 4 mg
Pénicilline. ............ ... .. ... . ..., 10 U. I/ml
Eau bidistillée. . ......................... 500 ml
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Le pH est ajusté a 8,2 avec une solution NaOH N.
La filtration stérilisante du milieu se fait par passage sur filtres Millipore de
porosité décroissante : 3 pm, 1,2 um, 0,45 pm, 0,22 pm sous pression d’azote.

— La phase solide

Nous utilisons une solution d’agarose (Bacto-Agar de Difco) 4 la concentration
de 1 %, 2 9%, 3 9% et 4 9% en eau distillée, stérilisée a ’autoclave.

— Préparalion du milieu

Diftérentes concentrations finales en agar sont proposées dans la littérature (5).
Nous avons travaillé avec des concentrations finales de 0,5 %, 1 9% ,1,5 9% et 2 9.

On coule un volume égal de milieu liquide et d’agar dans des boites de Pétri
adaptées au systéme Génerline? permettant la culture en milieu enrichi en CO,.

Ce systéme original associe un générateur individuel de CO, placé dans le
couvercle de la boite de Pétri et un joint en plastique assurant I’étanchéité de la
boite. La concentration en CO, de 5 9, reste stable jusqu’a ouverture de la boite.
Les milieux coulés sont mis a I'épreuve 24 heures a 370 C et stockés a 4° C jusqu’a
utilisation dans un délai maximum de 15 jours. Au moment de I’emploi, on rajoute
dans le couvercle le générateur individuel de CO,, le joint d’étanchéité étant placé
avant le coulage du milieu.

— Les souches de leishmania utilisées dans cette étude ont une origine
diverse :

infantum. MCAN/FR/73/LPMA56,
infantum. MCAN/FR/74/LPMA57,
infantum. MHOM /FR/83/LPMAG6,
infanfum. MCAN/FR/83/LPMAG67,
donovani. MHOM/ET /00/LLRC-1.210,
tropica. MHOM/IL /00/LBC-L.137,
tropica. MHOM/FR/72/LPMAG60,

L. b. guyanensis. MHOM/GF |79/LPMA54,
L. m. amazonensis. MHOM/GF/00/LPMAG1.
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Une adaptation préalable de ces souches en milieu au Panmede liquide est
nécessaire. L’inoculation du milieu solide se fait 4 la phase exponentielle de crois-
sance. La dilution a utiliser est de 3 000 éléments/ml, mesurée par numération des
promastigotes en hémocytométre.

Un inoculum de 0,1 ml est étalé sur la surface de la gélose avec un inoculateur
en verre préalablement flambé.

Les boites sont incubées a 260 C dans une étuve ordinaire.

2. Generline BioMérieux, Marcy-1'Etoile, 69260 Charbonniéres, France.
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Résultats

Aprés plusieurs essais, nous avons retenu la concentration de 1 9%, permettant
d’obtenir des colonies distinctes et de taille suffisante.

Les colonies apparaissent a partir du 14¢ jour de culture. Elles sont petites,
de taille inégale, réguliéres, translucides ou lactescentes, bien isolées les unes des
autres, et réparties de facon homogéne sur la surface de la gélose. L’examen
microscopique de ces colonies montre des formes promastigotes parfaitement
mobiles, ce qui tend & prouver que les leishmanies en culture sur milieu solide
conservent et leur mobilité et leur morphologie (6). Ces clones peuvent étre repiqués
sur milieu liquide ou diphasique afin d’entretenir la souche.

Discussion

L’intérét de cette technique réside dans la simplicité de sa réalisation, dans
Putilisation du systéme Génerline permettant de se passer d’une étuve 4 atmosphere
contrdlée en CO,. Les autres méthodes proposées par différents auteurs nous
semblent plus contraignantes tant sur le plan de la composition du milieu (2, 4)
que sur le plan de la méthode de clonage (3).

Son application au clonage de souches de L. infanfum nous semble essentielle
a plusieurs titres :

— typage enzymatique dans un but taxonomique et épidémiologique ;
— obtention d’un matériel antigénique standardisé en vue d’améliorer la
sensibilité et la spécificité des réactions immunologiques.
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