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Utilisation des glucides et de leurs produits
de métabolisme par Irypanosoma evansi
et Trypanosoma brucei

BALIS (J.)

avec la collaboration technique de Madame LANUSSE
Laboratoire de Farcha-Fort-Lamy Tchad

RESUME

Aprés avair rappelé brigvement les connaissances actuelles sur le métabo-
lisme glucidigue de Trypanosoma evansi et Trypanosoma brucel, I'auteur expose
les résultats obtenus par deux méthodes ariginales.

L'une est utilisable uniguement pour Trypenesoma evonsi, |'cuire appelée
« test de mobilité » est.d'applicaiion plus générale. Elle permet une étude
rapide du métabolisme des Trypanosomes.

Trybanosoma evansi est capable d'utiliser les corps suivants : glycérine glu-
cose, fructose, mannose, glucosamine. Le glycogéne ef le maltose sont méta-
bolisés aprés hydrolyse par une maltase et une glycogénase sanguines. La pro-
duction d'acide pyruvique est trés imporiunfel

Tryponosoma brucei utilise les mémes glucides mais également l'acide Alpha
cétoglutarique, e pyruvate de sodium, la thréanine, |'acide glutamique et la
proline. La mobilisation obienue avec I'acide Alpha cétoglutarigue est trés
nette et permet de différencier biochimiquement Trypanosoma evansi de Try-
panosoma brucer.

3 tableaux.
Bibhographie : 9 références

Assez peu de chercheurs ont éudié spéciale- Ceite derniére opinion est en opposition avec
ment le métabolisme glucidique de T. evanst et | celle de KLIGLER, GEIGER et COMAROFF (4)
T. brucei. qui pensent que 'impossibilité de réaliser des

KRIJGSMAMN (5) dans un important travail | culiures de 7. evans: est dve & la fermation mas-
donne des précisions trés intéressantes ; @ son | sive d'acide lachque.
avis, T. evans! est capable d'utihser 3 sucres : glu- Par contre, MARSHALL (6) dans une trés inté-
cose, fructose, et mannose. Par contre, il ne pos- | ressante publication, étudiant le métabolisme
séde avcune des diastases suivantes : amylase, | du glucose dans ses rappaorts avec "action des try-
maltase, saccharase et lactase. panocides, dose les produits terminaux et cons-
KRIJGSMAN pense, sans le prouver, que vrai- | tate qu'il se forme surtout de 'acide pyruvique
semblablement le résuliat du catabolisme gluci- | et trés peu d'acide lactique.
dique est comparable & celui de T, equiperdum, Enfin, pour YON BRAND (9} 7. brucei est
c'est-a-dire, constitué avant tout par lacide | capable d'utiliser : glucose, mannose, maltose,
pyruvique (REINER, SMYTHE (7)., CHEN et | fructose et galactose, respectivemeni dans les
GEILING (3)). ! rapports 100-86-50-21-9. |
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En fenant campte de ces travaux, nous avons
expérimenté différents glucides et polyosides
ainsi que quelques produits de teur métabo-
lisme,

Nous avons d'abord recherché spécialement
chez T. evansi quelle était d'une part, I'action de
ces glucides sur la survie, et d'autre part, i'im-
poriance de la libération d'acide pyruvique résul-
tant de feur éventuel catabolisme.

Puis, par une technique totalement différente
de |la précédente, nous avons fait une étude com-
parative de 2 souches de T. evansi (dont I'une
résistante @ ia Lomidineg) et d'une souche de
1. brucel.

MATERIEL ET METHODES

La souche de T. evons: a été prélevée en
décembre 1961 sur un ane de Fori-Lamy. Elle q
été conservée depuis par passages sur rats et
cobayes. Une race chimio-résisfante a été créée
par traitements répétés et pragressifs a la Lomi-
dine, des rafs parasites.

La souche de T, brucer provient d'un chien
malade qui nous fut présenté en janvier 1964,
Cette souche est enfretenue depuis sur ratfs ef
cobayes.

L'expérimentation a été conduite selon 2 tech-
niques :

1) Sur milieux diphasiques mis en fubes a
essais :

La phase solide est de la gélose physiologique
a 2 p. 100 qui sert de support & la subsiance
&fudige. Nous utilisons toujours au moins 5 tubes
pour chacune d'elles car un lavage défectueux
peut sensiblement modifier les résultats et on a
donc intérét a faire une moyenne.

La phase liquide est différente selon que I'on
veut expérimenter des glucides ou leurs produits
de métabolisme.

a) pour les glucides on utilise un milieu au
sang de cheval pratiquement dépourvu de glu-
cose. Sa compaosition est la suivante !

scmgdecHevaI.........‘..... 10 ml
liguoide « Roche » en solution &

1p 100 .o 1 ml
eau distillée ................. 90 ml

hémalyse pendant 1 heure a la fempérature
du laborataire, puis addition de :

— phosphaie bipotassique
— chlorure de sodium

Ajuster si nécessaire a pH 7,4 avec du phos-
phale monopotassigue.
Filtration sur papier puis sur Seiz.

b) las produits provenant du méfabalisme des
glucides étant toxiques on ufilise le miliev sui-
vant !

sang de cheval............. ..

10 ml
lhiquoide « Roche » en solution a
T 100 oo 1 ml
eau distillée ... ... 90 ml
hémolyse
phosphate bipotassique . ... ... 1g
glucose ... 2q

Ajuster si nécessaire a pH 74 avec du phos-
- phate monopotassique.,

On ensemence des milieux avec du sang de
rat parasité de fagon qu'une fois I'opération fer-
minée, la quaniité de irypanosomes soit com-
prise entre 20.000 et 40.000 au mm?,

Aprés une légere agitation on repartit dans
les tubes d'expérience & raison de 2 ml environ
pour chacun d'eux.

Les tubes contenant le milieu sans glucose sont
maintenus a 25¢ pendant 6 heures. Au bout de ce
femps, on récolte la phase liquide et on pratique
une numération des trypanasomes & |'hémati-
métre ainsi qu'un dosage de l'acide pyruvique.

Nous utilisens pour ce dernier la méthode de
CARON et RAQUET modifiée par nous-mémes.

Les tubes-contenant le milieu glucosé sont main-
tenus pendant 20 heures & 252, La suite des opé-
rattons esf la méme que précédemment sauf le
dosage de |'acide pyruvigue qui ne présente ici
aucun nférét,

Afin de limiter les causes d'erreur, I'ensemble
de 'expérimentation est répété plusieurs fais,
{l n'est pas nécessaire de travailler d'une fagon
absalument aseptique, car la durée d’observa-
tion est trop courte pour permetire & de légéres
sovillures de se développer. C'est ainsi que les
glucides non stériles sont introduits dans la gélose
4 une fempérature de 50 a 600 ce qui évite une
hydralyse partielle des polysaccharides. Cepen-
dant, il est conseilié d'utiliser du matériel passé
au four Pasteur.

Cette méthode n'est pas facilement applicable
a T. brucei car les formes proventriculaires qui
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prennent naissance sont beaucaup plus résis-
tantes et faussent les résultats.

2) Test de mobilié :

Il nous a été inspiré par un travail de SCHERN
{8) datant de 1925, Cet auteur avaii remarqué
que lorsquion met en présence de sérum, des
trypanosomes immaobilisés, ceux-ci reprennent
leur mouvement au bout d'un quart d’heure
environ. Le sérum contient donc une substance
énergétique que SCHERN trouva é&tre le glu-
cose.

En généralisant, nous avons pensé que fout
<orps énergéfique pouvaif provoquer une mobi-
lisation du parasite si ce dernier était capable de
I"utiliser.

Cela s'est confirmé et nous avons élaboré la
technique suivante :

Du sang de rat trés fortement parasité est dilué
au 1/20 environ dans le milieu synthétique sui-
vant :

phosphate bipotassique . ... .. 14q
chlorure de sodum ......... 0,25 g

eaqu distillée . ... .......... 100 ml
phasphate monopotassique — Q. S, pour

abtenir pH 7.4.

Cette suspension est répartie & raison de 2 ml
dans qutant de tubes & essais qu'il y a de subs-

tance & étudier. On gjoute alors dans chague
tube la substance correspondante a raison de
2 gouttes d'une sodution a1 p. 100.

Un tube ne contenant que la suspensian sert de
témoin et on y constate une immobilisation rapide
des trypanosomes, ces derniers ayant épuisé le
peu de glucose qui pouvait se trouver dans le
sang.

Aprés immabilisation compléte dans la sus-
pension térnoin on dépase sur une lame 21 gouttes
{temoin et carps & étudier) qu'on recouvre d'une
lamelle. It est alors aisé de se rendre compte a
I'examen microscopique si fa substance a une
action énergétique, c'est-a-dire si elle permet
une réanimation des trypanosomes,

Avantages de la méthode : lIs sont mulfiples.

g) Le travaid ne demande aucune précaution
de stérilité.

b) Elte permet de pratiquer trés rapidement !

de nombreux examens sur le méme préléve- -
: des 2 théonques que donnerait lg dégradatian

ment de sang.

¢) Elle met en Jeu une quantité trés faible de
réachf de I'ardre du milligramme.

Inconvénients : , )

a) Il est nécessaire d'aveir un sang trés riche !
en trypanosomes {au mains 600.000 par mm?)
de fagon que le glucose présent soit rapidement
utilisé, Cette difficulté peut cependant é&tre éli-
minée en utilisant une suspension de trypanc-
somes |avés.

b) Certaines substances classees énergétiques
ne peuvent |'&re par I'intfermédiaire d'une dias-
tase sanguine, par exemple le maltose. Cette
méthode ne permet pas de déterminer 'origine
de la diastase.

RESULTATS ET DISCUSSION

Les résultats sont résumés dans les tableaux 1
et 2 (milieux diphasiques) dainsi que 3 (fest de
mobilité). Dans ce dernier cas, outre les glucides
et leurs produits de métabolisme, nous avons
expérimenté des acides aminés gluco-forma-
teurs. '

T. evans: utilise avec dégagement noitable
d'acide pyruvigue : glucose, mannose, fructose,
maltose et glycogéne (tableau 1).

Aucun pentose n'est actif, cependant, avec
tous les glucides et polyosides étudiés et non
actifs, e nombre de trypanosomes survivants est
foujours |égérement supérieur & celui abservé
chez le témoin.

Le maltose et le glycogéne daoivent subir une
hydrolyse pour &tre utilisés. Nous avons mis en
évidence une maliase et une glycogénase dans
le sang de rat, Nous pensons que 'T. evansi est
dépourvu de ces diastases puisqu'il ne possede
aucune réserve dglucidique. En  définitive, il
semble que seuls glycérine, glucosamine, fruc-
tose et mannose sont utilisés directement. Ces
4 deraijers corps ont en commun le fait que les
oxhydryles des carbones 3 et 4 sont'opposés par
rapport a la chaine (disparition trans), alors que
le galactose qui est inachf présente la disparition
cis. Celte remarque pour avoir ! une valeur
devrait étre vérifiée par |'étude d'autres hexoses.

Quel peut étre le mode de métabolisme gluci-
dique chez T. evansi ?

MARSHALL (é) a observé que prennent nais-
sance 1,75 molécule d'acide pyruvigue au lieu
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TABLEAU N° T
Pyruvate de Na
Na Substance étuiide Nombre de Pyruvate de Na . réellement di au
trypanc, par au ng. par ol. gatabolisme de la
mn3 gprés 6 h. substance dtudide
1 Témoin 4,200 0,02
2 Glycérol 5.500 0,06 0,04
3 Arabinoge 5.000 0,02 G
4 Ribose 5.500 0,03 0,01
5 Xylose 6,000 0,03 Q,01
6 Lyxose 6.200 0,03 0,01
7 Glucose 23,400 Oste 0,38
8 Lévulose 21.800 c,2 0,18
9 Hannose 23.400 6,2 0,18
10 dalactose B.000 0,02 0
1 Rhammose 6,800 »04 0,02
12 Maltose 23,000 0,3 0,28
13 Lagtose 5.600 0,04 O,‘OE
14 Tréhalose 5.200 0,04 ' 0,02
15 Saccharose 6.000 0,02 0
16 Raffincse 4.800 0,05 0,03
1 Inuline 5.000 403 07,01
18 Blycogéne 20.600 0,15 0,13

Ls nombre de trypanosomes au dépert de 1l'expérience était de 38,000 au mm3.

du glucose selon la premiére phase du cycle de
KREBS. Il conclut que la différence est utilisée
par T. evansi d la synthése de ses pratéines. Or,
si nous versons du sang de rat trés parasité dans
fe milieu synthétique déja cité, additionné de
glucose, on constafe trés vite I'apparition d'une
teinte lie de vin, montrant qu'il v a eu fixation
d'une certaine quantité de gaz carbonique sur
les hématies ou bien une consommation d'oxy-
géne car une oxygénation par agitation ou par
addition d'une eau oxygénée redonne & la sus-
pensian sa couleur rouge clair. Ce phénomene
est en rapport éfroit avec la présence de glucose.
Nous en avons d'cilleurs tiré une méthode de
mise en évidence dans I¢ sang. de certaines dias-
tases telles que maltase ou glycogénase. La pre-
miére phase du cycle de KREBS, celle qui abou-
tit @ I'acide pyruvique est anaérobie ef nous
savons (tableau 3) que T. evansi n'utilise abso-

lument pas cet acide comme substance énergé-
tique, en outre, nous avons abservé qu'en pré-
sence de glucose il r'entrave que légérement le
phénomene précédemment décrit. La méme
observation se' répéte avec le cyanure de Potas-
sium.

Nous avons donc éi¢ amenés & penser que
T. evansi catabolisait simultanément une partie
du glucose par un qutre processus que le cycle
de KREBS, par éxemple le cycle gluconique dans
lequel on a effectivement dégagement de gaz car-
bonique et absence de formation d'acide pyru-
vigue. Des recherches dans ce sens doivent étre
poursuivies.

Un avtre aspect curieux du metabolisme glu-
cidique de T. evansi est e suivant :

Il semble que du glucose en contact pendant
un cerfain temps avec du sang de rat soit plus
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TABLEAT N° II
Série No Substence dimdide Nonbre de trypanosomes
eu mm3 aprds 20 h,
1 Témoin 1,060"
2 Aeide pyruvique o
1/10 ce.
3 " oxsloacétlque 280
100 mg.
4 " eltrique 920
100 mg.
5 v _pétoglutarique 200
6 *  Suscinique 400
100 mg.
7 = fumarigue 420
100 mg.
B *  maligue 520

Nombre de trypanoscmes an début del'expériencs : 40,000 au mm}

rapidement dégradé par le parasite, En effet, si
nous réalisons les 2 séries suivantes :

Série | — (effectuée en 2 temps)

a) suspension de sang de rat  + solution de
non parasité en miliev glucose
‘synthétique

b} + 24 heures aprés

suspension en milieu synthéhque de sang dé

rat forterent parasité.

Série 2 — (effectuée en méme temps que la
2¢ parfie de |a série ).
Suspension de 4+ solution 4  suspension de

sang de rat de sang de rai

non parasité glucose forfement parasité
en milieu en miliey
synthétique synthétique.
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On constate que la réduction de I’hémoglo-
bine apparalt toujours en premier lieu dans la
série no | ef ceci bien qu'une certaine glycolyse
soit abservée, ' :

Pour terminer avec 7. evansi signalons (ta-
bleau 3) que la souche résisiante & la Lomidine
se comporte vis-d-vis des glucides exactement
comme la souche narmale bien que dans plu-
sieurs expérimentations non citées dans ce tra-
vail, le pourcentage de survie ait été trés nette-
ment supérieur.

T. brucei (tableau 3) présente des différences
notables avec 7. evans:.

La premiére phase du cycle de KREBS semble
moins infense par contre, on constate une mobi-

| lisation avec le pyruvate de Na et |'acide « cefo
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TABLEAU Re %
Substance N° | evansi evanci brucei Substance o evansi evansi brucei
normal réaiat, normal régist .

Glycogéne 1 —++ +4+ + acide acétique 23 - - -
Maltose 2 At 44+ + " gitrique 24 - - -
Glueose 3 H+ A+ ++ " fumaraque 25 - - -
Pructoae 4 -+ ++ -+ " lactique 26 - - -
Mennose 5 H+ - At " malique 27 - - -
Glycérine & ++ ++ +—+ " oxalo.ac. 28 - - -
Arabinose 7 ~ - - " suceinique 29 - - -
Ribpse a - - - " tartrique 30 - - -
X¥yloze 9 - - - Mof mpétoglut. 51 - - ++
Galactose 10 - - - pyTuvate Na 32 - - +

Rhamnose 11 - - - Tréhalose J3 - - -
Glucgsamine 12 ++ ++ ++ Glycocolle: 34 - - -
Lactose 13 - - - Alanine 35 - - +
Saccharose 14 - - - Serine 26 - - -
Raffinode 15 - - - Thréonine A7 - - +
Iouline 16 - - ~- Glutation 38 - - -
Dulcitol 17 - - - Acide aspartique| 39 - - -
Inositol 18 - - - " glutam. 40 - - +
Lyzose 19 - - - Froline 44 - - +
Mannite 20 - - - Ornithine 42 - - -
Sorbitol 21 - - - Lfrginine 43 - - -

glutarique. Il nous asemblé que surtout les formes CONCLUSION

courtes réagissent avec ces corps.

Les acides aminés suivants : alanine, thréo-
nine, acide gluiamique et proline provoguent
une mobilisation, donc sont énergétiques, ce
sant des giucoformateurs et on est en droit
de penser que T, brucei est capable d'effec-
tuer cette fransformation. Nous éliminons I'act-
jon d'une diastase sanguine car dans les mémes
conditions T. evensi ne réagit pas. |l est pro-
bable que ces glucoformateurs inferviennent
également par transamination avec I'acide
pyruvique.

T. brucer présente donc un systéme enzyma-
tique plus ‘complet ef en quelque sorte mieux
gquilibré que celui de T, evansi, ce qui explique
la possibilité de le cultiver,

Les deux méthodes utilisées dans ce travail,
particuligrement celle que nous avens appelée
« test de mobilité », nous ont.permis d'étudier
certains points du métabolisme glucidique de
T. evonsi et T. brucei.

Les deux souches dont nous disposons sont
difiérenciables biochimiquement par leur com-
partement vis-d-vis des corps suivants : pyru-
vate de Na, acide a céto glutarique, alanine,
thréonine, acide gluramique &t proline. Le test a
I'acide o céto glutarique fut le plus ner dans nos
expériences, || pourrait servir de base & I'étude
de différentes souches de T. brucei, particulié-
rement celles conservées depuis longtemps sur
petits animaux et qui ont perdu la faculté de cul-
tiver «in vitro ».
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SUMMARY

The wiilisation of carbohydrates and their products of meiabalism
by Trypanosoma Evansi and Trypanosoma brucei

Having recalled briefly preseni knowledge of carbohydrate metabolism of
T. evanst and T, brucer, the authors describes the results obtained by twa new |
methods,

One is able to be used only for T. evansi while the other named the « mobility
test » has a more general application and permits a rapid siudy of the metabo-
lism of Trypanosomes.

Trypanesama evansi 15 capable of utilising the following substances glycerine
glucose, fructese, mannese, glucosamine, Glycogen and mallose are metabo-
lised after hydrolysis by a blood maltase and a blood glycogenase. The produc-
hion of pyruvic acid 1s considerable.

T. brucei utilises the same carbohydrates and also oetoglutaric acid, sodium
pyruvate, theonine, glutamic acid and proline. The mobilisation obtcined with
cetoglutaric acid is very clear and provides a biochemical differentiation bef-
ween T. evansi and T. brucer.

3 tables.
9 references.

RESUMEN

Utilizacién de los ghicidos ¥ de sus productos de metabolismo
por Trypanosema evansi ¥ Trypanosoma brucei

Después de haber recordado brevemente los conocimientos actuales en cuanto
al metabolismo de los glucidos de Trypanoesoma evansi y Trypanasoma brucer, el
auior describe los resuliudos obienidos con dos méfodos originales.

El primero se emplea sble pa ra el Trypanosema evansi, el otro llamado « test
de mavilidad » se aplica mas comunmente. Permite un estudio rapido del meta-
bolisme de los Tripanosomas.

Trypanosoma evansi es capaz de usar los cuerpos siguientes : glicerina, glu-
cosa, fructosa, manosa, glucosamina. El glicbgeno y la maliosa son metabeli-
zados luego de la hidrélisis por una maltasa ¥ ung glickgenasa sanguineas.
Es muy imporfante la produccitn del acido pirivico.

Trypanosoma brucei emplea los mismos glocidas pero también el acide alfa
cetoglutarico, el piruvato de sadio, la threoning, el acide glutamico y la prolina.
La movilizacion obtenida con el acido alfa cetoglutarico es muy nete y permite
de diferenciar bioquimicamente Trypanosoma evansi de Trypanosoma brucei.

3 cuadros
Bibliografia : 9 referencias.
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