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Hémolymphe de glossines : récolte et analyse 

Laboratoire de Biochtmie de 1’1. E. M. V. T. 

RÉSUMÉ 

En vue de cu,+,ver der souches de trypanosomes po+hog&nes PUT cellules de 
glassines, l’étude d’un milieu pour cullures cellulaires de composition voisine 

de l’hémolymphe est entreprise. 
Les analyses nécesra~rer à la déterminalion exacte des normes biochimiques 

et des composonis de i’hémolymphe nkesritant des quantités relativement 
élevées d’échantillons, les divers protocoles de récolte sont étudi6r e+ critiqués 

en fonction de I’exploltation fin& des résultats. 
Les prélèvements son+ fotts dam les élevoger de G. ausfeni, G. tochinoider et 

G. morsi,o”ons moisl,o”s. 
Les analyses ont porté sur le pH, 10 presson osmotique des klémenfr chimiques 

classiques et les acides aminés libres. 

Le pH de I’hémolymphe se s,tue autour de 6.8 et coincide de fa$on remar- 
quable avec celui des milieux de cultures cellulaires d6jà essayés par d’outrer 
auteurs. 

INTRODUCTION 

- La culture des trypanosomes pathogènes a 
déjà fait l’objet de trés nombreuses réchercties 
et la multiplicité des travaux publiés à ce sujet, 
si elle prouve l’importance qu’on y  attache, 
montre égalkment qu’aucune des solutions 
proposées jusqu’à maIntenant ne s’est avérée 
satisfaisante. On peut résumer la situation en 
disant que des succès ont été obtenus puisque les 
parasites ont été maintenus en survie et même 
parfois se sont multipliés. mois il a encore été 
impossible de cultiver systémahquement des 
trypanosomes avec conservation de leurs pro- 
priétés originelles pathogènes. Dans un rap- 
port, ITARD (J.) (7) écrit qu’un milieu de culture 
ne devait être, en principe, composé qu’après 
une analyse poussée de I’hémolymphe de 
l’insecte considérë. 

C’est pourquoi le problème o été abordé sous 
un angle différent en partant du fait que l’lns- 

Mut dispose d’un élevage de glossines en pleine 
expansion, ce qui représenk un matérlel de 
base pour les analyses. 

- L’idée générale n’est pas nouvelle puisque, 
TRAGER (W). (10) s’en inspirait déjà en 1959 
dans une étude extrêmement poussée ; elle 
a été reprise depuis par NICOLI (J.) et VATIER (9) 
qui ne pouvaient que constater le bilan négatif 
de ces essais ef essayer de l’expliquer. On doit 
chercher à connaître la composition chimique 
de I’hémolymphe pour reconstituer artificielle- 
lement ce milieu et y  cultiver des cellules de 
glossines. On peut penser qu’ensuite il serq 
possible d’y entretenir des souches de trypano- 
sornes pathogènes pour les animaux, ou pour 
l’homme. 

- Ce premier travail vise 0 étudier le mode 
de prélèvement de I’hémolymphe et à donnerler 
résultats des prermères analyses effectuées sur 
les échantillons ainsi récoltés. II ne s’agit pas de 
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faire I’historlque des cultures de cellules d’inver- 
iébrés pour lesquelles un des chercheurs les 
‘plus avancés actuellement est le Docteur VAGO, 
encore moins celui des cultures de trypanoso- 
mes. 

1. - MODES DE PRÉLÈVEMENT 

Selon le but que l’on se propose d’atteindre 
,on peut retenir 4 méthodes principales ‘qui 
,peuvent se classer en deux grands gi-wpes : 

10 La méthode Intégrale qui s’adresse à des 
:populations : glossines totales ou pupes broyées, 
portions de glossines broyées. 

20 La méthode sélective qui s’adresse à des 
individus : méthode du plston liquide, méthode 
,par exsudation. 

10 Méthode intégrale. 

- On broie ensemble une quantité impor- 
tonte d’insectes ou de pupes pour en extraire 
ensuIte un liquide brut par centrifugation. Quand 
-on voudra procéder à des analyses, on réunira 
plusieurs extralis pour obtenir la quantité 
d’échantillons nécessaire. En général on cons- 
iltue des lots sur environ 2 ml, ce qui correspond 
à un nombre de 450 à 800 individus selon les 
espèces de glownes. Les résultats obtenus 
constitueront une bonne approximation du 
taux moyen de tel ou tel élément chez une glos- 
sine. Cette méthode permet de récolter les 
extraits au fur et à mesure de la production de 
l’élevage et, en s’adressant à des mouches 
d’âge détermlné, de rapporter les résultats à 
‘un stade donné du cycle biologique. 

- Pour des raisons de commodité de mani- 
pulation nous avons utilisé principalement dans 
‘ce travail des pupes prêtes à éclore, considérant 
comme hypothèse d’approche que leur composi- 

-tlon serait assez voisine de celle de mouches 
~Venant de sortir des pupes. La récolte est ainsi 
rapide et permet d’aboutir relativement vite à 

.des quantités d’extrait analysables. Ce procédé 
n’a pas que des avantages, en particulier cer- 

3aines réserves s’imposent quant aux différences 
qui peuvent exister entre I’hémolymphe circu- 
ilante de l’insecte et l’extrait brut total obtenu 
,par centrifugation après broyage. Un autre 

inconvénient réside dans le fait qu’on étudie 
en un mélange indistinct les deux sexes, mais 
on peut y  pallier en utilisant des mouches froî- 
chement écloses. 

b) exiraiis partiels. 

- Le procédé est voisin du précédent, mais 
il s’adresse uniquement aux mouches et le 
broyage n’est fait qu’après les avar séparées 
en leurs diverses parties : tête, thorax. pattes, 
abdomen, etc... Les renwgnements obtenus 
après dosages, se rapporteront ainsi aux élé- 
ments disséqués avant l’obtention de l’extrait 
liquide brut. La finesse de l’analyse est ici en 
rapport direct avec /a finesse de la dissection. 

10 Méthode sélective. 

a) mithode du prston liquide. 

- Extrêmement séduisant, le procédé consiste 
i réaliser deux perforations dans la chitine de 
‘insecte, l’une sous l’abdomen, l’autre sur le 

:Ôté du thorax, puis à injecter du liquide de 
?inger ou I/l0 par le thorax ; on récolte la 
goutte de liquide qui perle au niveau de I’abdo- 
men. On utilise une ultramicro-seringue capable 
je mesurer le demi-microlitre et des aiguilles 
:apiIlaires. 

- L’hypothèse de base est que le liquide 
njecté refoule dans l’insecte I’hémolymphe cir- 

:ulante sans s’y mélanger, sauf dans la zone de 
mtact, qui n’est pas récoltée : on ne rec~ellle 
lue la première goutte qui perle après ~VOIT 

I 
n]ecte seulement de 1 à 2 microlitres dons le 
horu ; WYATT ( S. S.) (11) a déjà récolté 
linsi I’hémolymphe du ver à soie et GRACE 
T. D. C.) celle de Callosamia (5) et du même 
ler à soie (6) : ces auteurs ont trovaiJléchez la 
arve et ont été gênés par la grande quantité 
ie lipides présents. 

- Le principal avantage de ce mode de 
-écolte est l’obtention d’hémolymphe particu- 
ièrement pure et le fait que la même mouche 
xut servir à plusieurs prélèvements successifs. 
Mais sa pratique est longue et délicate et si le 
-é?ultat des analyses sur cette hémolymphe est 
ans critique du point de vue qualitatif on verra 
qu’il n’en est pas de même au point de vue quan- 
itatif, une erreur due à la dilution étant pro- 
xble. 
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b) méthode de l’exsudation. 

- Extrêmement utilisée en particulier par 
KNIGHT (R. H.) (8) et BURSELL (A.) (1) pour 
l’analyse des acides aminés libres ; il suffit 
de sectionner une des pattes postérieures près 
du corps et de récolter I’hémolymphe qui 
exsude dans un tube capillaire appliqué sur la 
section. En serrant convenablement l’insecte 
.on peut recueillir jusqu’à 2 microlWes de liquide 
mais parfois on ne récolte rien du tout et sur les 
mouches d’élevage, il Q jusqu’ici été impossible 
de récolter plus de 0,25 microlitres par ce pro- 
cédé dans nos loboratolres. 

- Sur les plans théorique et pratique l’hémo- 
‘lymphe ainsi obtenue est bien le liquide intérieur 
à l’organisme de l’insecte et les analyses effec- 

iuées peuvent être quantitatives, mais la lenteur 
,de la récolte et le peu de liquide collecté ne 
permettent pas d’obtenir rapldement tous les 
résultats souhrxtés. De plus, elle ne peut pas 
.être pratiquée sur les pupes. Pour l’étude chro- 
matographlque de I’hémolymphe ce procédé 
reste le meilleur car les analyses peuvent alors 
gtre pratiquées sur une seule glosslne même avec 
les faibles quantliés que nous avons pu recueillir 
ainsi. 

- Pour ce travail les deux modes de prélève- 
ment ont été utilisés, Intégral et sélectif, le pre- 
mier sur les pupes et le second ou moyen du 
piston liquide sur les adultes, ceci en raison du 
but poursuivi qui état l’analyse rapide d’échan- 
tillons suffisamment abondants (broyage) et IE 
contrôle qualitatif de ces analyses par comporoi- 
50” avec I’hémolymphe récoltée même diluée, 
par la méthode sélective (plston liquide). 

II. - MATÉRIEL ET MÉTHODES 

10 Les glossines. 

L’élevage du Service d’Entomologie de 
1’1. E. M. V. T. produit régulièrement Glossrnc 
ausieni. Glowno tochmoides et Glossina morsitan! 
morsiians cette dernière d’origine Rhcdésienne 
Des pupes de ces trois espèces sont broyées a 
240 jour de puppaison. 

Les mouches sont réparties en jeunes mâle! 
et jeunes femelles, non nourris, à l’écloslon, es 
vieux mâles à jeun depuis 12 h. ayant servi à I( 
reproduction. 

2’~ Mode d’obtention des prélèvements. 

a) extrait brut des pupes. 

On centrifuge à 25.060 g pendant 55 mn des 
pupes écrasées avec un agitateur sur un disque 
en verre fritté “0 00 soudé dans la lumière d’un 
tube qui est introduit dans les godets en plastique 
de la centrifugeuse. Après pipetage du liquide 
qui a filtré. on centrifuge à nouveau à la même 
vitesse mais pendant 15 mn seulement et après 
avoir remalaxé le broyat. On obtient ansi 
trois couches superposées nettement distinctes. 
En surface quelques lipides accompagnés d’une 
fine pellicule pigmentaire, l’extrait brut liquide 
et au fond un culot très pigmenté en rouge brun. 
Ces trois couches sont récoltées séparément en 
commençant par celle du milieu après avoir 
incliné le tube pour que les couches extrêmes 
ne se mélangent pas. On obtient ainsi en moyenne 
3,7 microlitres pour GI. morsiians, 3.5 pour 
GI. ousteni et 3,6 pour GI. tochinoides. Après la 
récolte tous les prélèvements sont congelés 
à -3OoC sans délais. On diminue ainsi les 
risques de mélanisation. qui sont importants. 

Dès la décongélation pour dosage on ajoute 
1 microlitre/ml d’acide ascorbique en solution 
aqueuse à 1 mg/ml, sauf pour les mesures de 

PH. 

b) hémolymphe de mouches. 

Une certaine quantité d’hémolymphe II été 
recueillie par la méthode du piston liquide sur 
des mâles et des femelles adultes : en général 
II faut injecter au moins 2 microlitres de Rlnger 
au I/l0 pour obtenir un peu d’hémolymphe. 
3~ Méthodes d’analyse. 

Les méthodes d’analyses sont toutes celles 
dont les protocoles ne demandalent que de 
faibles quantités d’échantillon et pour les autres 
qui ne se trouvaient pas classiquement dans la 
littérature une miniaturisation a été effectuée 
au laboratoire. Les protocoles de dosages ansi 
mis au point feront l’objet de publications 
séparées. Pour mesurer le pH, un potentiomètre 
Methrohm E 353 a été utilisé et les lectures spec- 
trophotométriques ont été fates avec un spec- 
trophotomètre PMQ Il associé à un enregistreur 
Sefram GR VAMK. 

II a fallu environ 5.000 mouches de chacune 
des 3 espèces pour réaliser ce travail. On peut 
déjà en conclure que les résultats représentent 
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une bonne approximation des moyennes ren- 

contrées parmi les populations utilisées. 

Ill. - RÉSULTATS 

l oermettent de reconstituer un milieu de culture 

- Les principales données physiques qui 

ainsi que le dosage des éléments qu’il semble le 
plus important de connaître sont regroupés dans 
le tableau no 1. Toutes les données qu’il contient 
sont relatives aux pupes prélevés au 24e jour. 

l Na+ r@/rnl I 1,7 I 1,9 l 2,o I 

- Des analyses ont pu être pratiquées sur 
I’hémolymphe récoltée par la méthode du piston 
liquide sur un mélange de mâles et de femelles 
deGl. morsitons, ellesfigurentdans letableau n”2. 

- Par la méthode électrochromatographi- 
que on a pu confirmer la présence d’acides 
aminés libres dans I’hémolymphe recueillie à la 
patte postérieure. Les plus abondants étant par 
ordre décroissant : la proline, I’alanine puis la 
sérine, la lysine et I’histidine. Les migrations ont 
été effectuées sur couche mince de poudre de 
cellulose MN 300 sans liant. L’électrpphorèse 
a été faite avec le tampon formacétique de pH 
1,25 sous 400 V et la chromatographie en solvant 
butanol acide acétique eau (3 : 1 : 5). L’hémo- 
lymphe étaIt déposée directement sur la couche 
rmnce dès après le prélèvement. Avec 0,25 micro- 
litres on peut effectuer une analyse. 

IV. - DISCUSSION 

1” Mesure du pH. 

Le mode de prélèvement semble peu influer 
sur le pH, mois lors du prélèvement 0 la 
seringue de légères différences concernant 
mâles et femelles ont pu être mises en évidence 
(tableau “0 3). Ces résultats montrent I’unifor- 
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misation réalisée au sein de l’extrait brut obtenu 
par centrifugation que ce soit des pupes ou de 
mouches, le broyage des tissus libérant sam 
aucun doute des substances éfrangères à I’hé- 
molymphe. Les valeurs les plus intéressantes dL 
pH sont donc celles relevées sur I’hémolymphe 
,recueillie à la seringue ; elles révèlent des diffé- 
rences intéressantes entre les sexes. Une légère 
variation du pH au cours de la vie des mâle: 
peut ne correspondre qu’au mode d’alimenta- 
tion sur lapin ou à une évolution du métabo- 
lisme. 

- Les meilleurs cultures de TRAGER (10) ei 
de NICOLLI (9) respectivement D, et D, ovaieni 
un pH très voisin de celui de I’hémolymphe : 
6,7 à 6.9 et 6,B. Les essais de culture d’lTARD (7) 
ont été réalisés avec un milieu de pH 6,9 ce qui 
semble excellent. 

29 Analyses. 

, 

I 

I 
I 
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Les analyses chimiques résumées dans les 
tableaux 1 et 2 montrent bien que I’hémolymphe 
recueillie 0 la seringue est plus diluée que l’extrait 
brut obtenu par centrifugation. Ce seront donc 
les résultats réurm dans le tableau 1 qui ser- 
vit-ont de première base 0 l’élaboration d’un 
milieu de culture. II n’est malheureusement pas 
possible de les comparer CIUX milieux de culture 
déjà essayés car il entre dans leur composition 
de nombreux éléments non synthétiques et les 
analyses correspondantes sur le milieu total 
n’ont pas été effectuées sauf pour le milieu 
essayé par ITARD au laboratoire du Doc- 
teur VAGO. qui donne en particulier un rap- 
port Na/K, de 23, ce qui semble un peu élevé 
si on le compare à ceux obtenus (tableau 1). 

30 Acides aminés libres. 

Les acides aminés libres de I’hémolymphe de 
vieille mouche trouvés en quantité la plus impor- 
tante sonf bien les mêmes que ceux indiqués 
par BURSELL (E.) et confirmér par KNIGHT 
(R. H.) : la proline et l’alunine. en quantité moin- 
dre la serine, la lysine n’est trouvée par KNIGHT 
que dons l’abdomen, tandis que BURSELL en 
trouve aussi dans I’hémolymphe et que les expé- 
riences citées plus haut nous indiquent égale- 
ment son existence : enfin d’histidine non trouvée 
par ces deux auteurs et que nous avons ren- 
contrée en faible quantité. 

L’étude de ces acides aminés libres demande à 
être approfondie davantage pour vérifier I’in- 
fluence du mode d’alimentation et de I’age des 
mouches sur eux et rechercher les acides ami- 
nés qui seraient en plus faible quantité. L’intérêt 
de ces composés o été particulièrement démon- 
tré par BURSELL qui en a étudié le métabolisme 
et qui a démontré l’utilisation de la proline 
comme source d’énergie pour les muscles du 
vol. Ces particularités liées à des systèmes enzy- 
matiques spéciaux, suffiraient à elles seules à 
faire engager de nouvelles recherches sur les 
glossines. 

V. - CONCLUSIONS 

Pour essayer d’améliorer le milieu synthétique 
composé à partir de ces données, sans attendre 
le résultat des cultures cellulaires, il convient 
de poursuivre en analysant des éléments dont 
l’équilibre semble Important pour: le métabo- 
lisme des insectes, tels que Ca++ et Mg++. II 
importe, porticuli&rement si les milieux compor- 
tent des éléments biologiques non ?ontrôlables, 
d’effectuer sur eux les mêmes analyses que sur 
!‘hémolymphe afin d’mstaurer un contrôle réel 
des miheux. 

L’étude des protéines de I’hémolymphe appor- 
tera aussi des connmssances importantes 0 la 
fois pour le milleu de culture et pour la lutte 
contre ces hates intermédiaires des trypano- 
sanes. Toutes ces recherches sont en cours et 
s’enchaîneront logiquement 0 ce travail pré- 
Ilminaire. 

Nous remercions particulièrement M. ITARD. 
Chef du Service d’Entomologie pour l’abondance 
et la régularité de la production ‘en glossines 
qu’il a bien voulu mettre à notre disposition. 
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Hemolymphs of trefreflier : rompling and onalyris 

In order 10 cult~vate strains of pathogenic trypanosoma on tsetsefiies cells, 

the study of a cellular medium similw io the hemolymph’s composition is 

undertoken. 

Relatlvely large quantities of sompler are necersary for exact ev~Iuo+ions of 

biochemicol norms and hemolymph constituants and +he differeni proceedings 
of colleciing are ihen srudied in order to final result exploitoiian. 

The ramplings result kam breedings of G. ousteni, G. lochinoides and 
G. morsifons rmr*ifan*. 

The anolysis bave carried OU+ pH, osmotic pressure, classic chemicol elemenir 

ond free amino acid. 

The pH of hemolymph is about +o 6.8 ond is exoctly simdar to ibis afcellula 

culture medtums even +roy,ng by oiher auihors. 

The resultr then obtoined ollow prevtour trtals wiih synthetic ~,ul+ure medium. 

RESUMEN 

Hemolinias de glosinor : recogida y <~n(~lisis 

Para dtivar cepas de iripanosomos palogenor sobre célulor de glastnar, 

se eriudia un media paro cultivas celularer cuya camporiri& es reme)an+e a la 

de ICI hemolinfa. 

Se onol~roron el pH, la preskn osmotica de 10s elementor quimicos claskos 

y IOI acides ominodas libres 
El pH de 10 hemalinfo es de 6,8 poco maso menos y coincide exac+amen+e con 

el de 10s medior de cultivas celuIores yo experimentados par oiror outorer. 
Los resuliodos obienidos perm~ten empezor ensoyos con un media de cultiva 

slniéiico. 
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