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XI

SOMMAIRE

La recherche sur la lépre a presque atteint une impasse & cause
de 1l'incapacité de <cultiver 1le Dbacille de 1la lépre
{Mycobacterium leprae) in vitro. Aprés plusieurs essais de
culture sur différents milieux, sans succeés, il est évident que
la culture du bacille in vitro ne dépend pas des combinaisons
empiriques des exigences nutritionnelles, mais plutdét de la
compréhension du métabolisme et le mécanisme de génération
d'énergie. Dans tous les organismes vivants, 1la chaine

respiratoire est responsable de la production d'énergie.

Les résultats de nos études spectrophotométriques ont montré
que les extraits cellulaires préparés a partir de suspensions
cellulaires de M. leprae isolé des coussinets plantaires de
souris nues et purifiées par centrifugation différentielle,
contiennent les cytochromes a + a;, b et ¢ ainsi que les
pigments liés au monoxyde de carbone et les flavoprotéines. La
réduction des ©pigments respiratoires par les donneurs
d'électrons tels que le NADH, le succinate ou le dithionite a
été complétement inhibée par le dicumarol (un inhibiteur
compétitif de la vitamine K) indiquant la présence de vitamine

K ou de ses analogues dans la chaine respiratoire de M. leprae.



XII
Pour la culture in vitro du microorganisme, le milieu de
culture doit contenir au moins un substrat qui peut servir de
source d'énergie nécessaire a la croissance, a la
multiplication et aux autres réactions de biosynthéses

cellulaires.

Le métabolisme respiratoire de M. leprae isolé de coussinets
plantaires de souris nues, a été étudié a l'aide de plusieurs
substrats. Parmi les intermédiaires du cycle de 1l'acide
tricarboxylique seul le succinate est oxydé par les suspensions
cellulaires purifiées de M., leprae. L'oxydation de plusieurs
composés sulfhydryls tels que la cystéine, le dithiothréitol,
la pénicillamine a été confirmée aussi bien que 1'oxydation de
la dihydroxyphénylalanine (DOPA). Cependant, c'est surtout
1'étude du métabolisme respiratoire au moyen des acides gras
qui a retenu notre attention. Cela a cause de la grande
richesse du bacille en lipides et surtout de la provenance des
acides gras (constituant naturels des tissus pour lesquels le
bacille a un tropisme). Nos résultats expérimentaux ont montré
que le palmitate soluble est oxydé par les suspensions
cellulaires de M. leprae apreés une période de latence de 8
heures. L'extrait cellulaire de M. leprae par contre catalyse

une intense oxydation du palmitate soluble aprés 3-4 heures.



XIII
Les sphingolipides notamment la sphingosine, la sphingomyéline
et cérébroside insolubles ont été inactifs. Cependant, les
mémes substrats solubles ont été oxydés mais a un taux moindre
comparativement au palmitate. L'extrait cellulaire de M. leprae
catalyse une oxydation active des trois sphingolipides aprés 3-

4 heures.

L'oxydation de ces substrats a été inhibée par la roténone,
1'amytal, l'antimycine A, le 2-N-heptyl-4-hydroxyquinoline-N-
Oxyde (HQNO) et 1le cyanure. Ces résultats indiquent que
1'oxydation de ces acides gras par M. leprae cultivé in vivo se
fait & travers la chaine respiratoire et utilise 1'oxygéne
comme accepteur final d'électrons. L'usage de ces acides gras
dans le milieu de culture peut étre utile pour les essais de

culture in vitro de M. leprae.



INTRODUCTION



Le succés du traitement et du contrdéle des infections
microbiennes communes a été possible gréace aux études faites
sur l'agent causal qui a été cultivé in vitro. Mais ce succeés
n'a pas encore été réalisé dans le cas de la lépre malgré
l'identification de l'agent étiologique (Mycobacterium leprae)
par Gerhard Armauer Hansen en 1874,

Apreés plus d'un siécle de recherche, et malgré de multiples
efforts, M. leprae n'a Jjamais été cultivé sur milieu
artificiel. L'impossibilité de faire croitre les bacilles dans
des milieux bactériologiques impose de sévéres limitations au
progreés de la gestion médicale et épidémiologique. Ainsi comme
conséquence de cet échec, il n'y a pas de vaccin préventif
contre la maladie, il n'y a pas de test pour le diagnostic
précoce, 1l n'y a pas de moyens d'étudier le mode de
transmission et 1l'épidemiologie de la maladie. La lépre reste
de nos jours une grande énigme dans l'histoire de la médecine.
Cette énigme ne pourrait étre dénouée que lorsque le bacille de
la lépre sera cultivé in vitro.

L'échec des nombreux essais de culture sur divers milieux
artificiels met en évidence que la culture in vitro du bacille
ne doit pas dépendre de combinaisons empiriques des exigences
nutritionnelles, mais plutét de la compréhension et de 1la

clarification des propriétés métaboliques fondamentales du
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bacille (Pattyn 1973). C'est seulement 1'étude du métabolisme
qui peut donner des informations sur la source de carbone et le
mécanisme de l'énergie couplée qui sont essentiels pour la vie
et la multiplication de l'organisme in vitro.

Autrefois, 1l'étude du métabolisme a été beaucoup ralentie par
le manque de matériel bacillaire. A cause des quantités
limitées de M. leprae isolé (et souvent contaminé) des patients
non traités, le Mycobacterium lepraemurium (Stenfansky 1903)
responsable de la 1lépre chez les rats a été généralement
utilisé comme modéle expérimental pour la recherche de la lépre
humaine. Cette mycobactérie qui a été longtemps considérée
comme non cultivable, a pu étre cultivée in vitro sur un milieu
a base de jaune d'oeuf. Mais M. lIeprae n'a pas pu croitre sur
le méme milieu a la grande surprise des chercheurs.

Présentement le probléme de matériel bacillaire est résolu par
la croissance (in vivo) des bacilles dans les coussinets
plantaires de souris nues athymiques (Shepard 1960) et dans les
tissus de tatou a neufs bandes infectés expérimentalement avec
M, leprae (Kirchheimer et Storrs., 1971). Malheureusement, la
présence d'autres mycobactéries (mycobactéries dérivées du
tatou MDT) dans les différents organes du tatou, a amené les
experts a déconseiller l'utilisation des bacilles isolés des

tissus de tatou dans les essais de culture in vitro.
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La croissance des bacilles in vivo demande 9-12 mois d'attente;
les souris doivent en plus étre maintenues dans des conditions
stériles, ce qui est trés difficile et treés dispendieux.
D'autre part l'extraction des bacilles des tissus de 1'hdte est
compliquée et trés exigeante sans oublier que les résidus des
tissus de 1'hdéte peuvent souvent entacher les résultats des
expériences. D'ou 1l'importance de la culture in vitro du
bacille qui permettra non seulement d'avoir du matériel d'étude
a peu de frais, mais aussi en permanence et accélérera du coup
la recherche, et 1l'atteinte de l'objectif de 1'OMS qui est

1'éradication de la maladie.

Un substrat qui peut servir de source de carbone ou d'énergie,
ou les deux a la fois, est nécessaire pour la culture in vitro
de M. leprae. Pour obtenir de l'énergie (ATP), la présence
d'une chaine respiratoire fonctionnelle est fondamentale. Au
cours de ce travail, des recherches ont été éffectuées pour
déterminer 1l'existence de la chaine respiratoire. Le
métabolisme respiratoire a également été étudié afin de trouver
des substrats convenables qui pourraient é&tre utilisés dans

les essais de culture in vitro de M. leprae.



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE



1. SUBSTRATS OXYDABLES

Une revue critique de littérature fait état d'une gamme variée
d'informations concernant les composés qui peuvent servir de
sources de carbone et d'azote pour la <croissance des

mycobactéries.

Edson et Hunter (1943) ont déterminé 1les exigences
nutritionnelles de plusieurs especes de mycobactéries en
évaluant leur capacité & croitre sur divers substrats. Ils ont
observé que chaque espéce se distingue selon son patron
d'oxydation des composés organiques. Le taux de croissance
d'une espéce sur un milieu synthétique contenant un substrat
donné comme seule source de carbone dépend du taux d'oxydation
de ce substrat par la bactérie. Au cours de leurs expériences
de respiration, Edson et Hunter (1943) ont évalué les taux
d'oxydation de divers substrats (glucose, lactate, pyruvate,
acétate, succinate, glycérol, citrate) par différentes espéces
de mycobactéries (Mycobacterium phlei, Mycobacterium ranae,
Mycobacterium butyricum, Mycobacterium. sp karlinski ). Parmi
tous les substrats qu'ils ont testés seul le citrate n'était
pas oxydé par les mycobactéries. Edson (1951) a rapporté que
les mycobactéries peuvent oxyder un nombre extrémement varié de

composés; et peuvent croitre sur plusieurs d'entre eux (Long,



1958) .

De toutes les sources de carbone, le glycérol est le plus
largement utilisé, et semble étre la source de carbone préférée
pour la croissance de mycobactéries en laboratoire. Merrill
(1931a,b) a cultivé un certain nombre de mycobactéries
pathogénes et saprophytes sur un milieu synthétique contenant

du glycérol comme source de carbone.

Edson et Hunter (1943) ont réussi a faire croitre Mycobacterium
smegmatis, Mycobacterium stercoris, et M. sp Karlinski sur un
milieu synthétique qui contenait du glycérol comme seule source
de carbone. Dans une étude sur les acides produits par M.
butyricum, Hunter (1953a) a utilisé le glycérol. M. bovis
espece BCG est largement cultivé sur milieu & base de glycérol.
Tepper (1971) a rapporté que le glycérol, 1l'acétate et
l'asparagine sont 1incorporés dans les cellules de M.
lepraemurium. Ishaque et Kato (1977a) n'ont constaté aucune
oxydation du glycérol par M. leprae isolé des tissus de tatou

et M. lepraemurium isolé des tissus de souris C3H.

Selon Dixon et Cuthbert (1967) le pyruvate est utilisé par

plusieurs espéces de mycobactéries; et dans certaines



8
circonstances peut étre la source de carbone préférée. Lukins
et Foster (1963) ont rapporté que certaines mycobactéries
atypiques peuvent croitre sur des alcanes de C2 & Cl16; et
d'autres, sur des alcanes a courtes chaines carbonées comme C3
ou C4. Ces mémes chercheurs en 1963 ont confirmé l'utilisation
des hydrocarbures gazeux comme le propane, butane et pentane
par M. smegmatis. Vestal et Perry (1971) ont rapporté
l'oxydation de l'éthane par M. vaccae. Hallas et Vestal (1978)
ont trouvé que M. convolutum pouvait croitre sur les alcanes a
longue chaine carbonée C1l9, C20, C22, C23, C24, C26 et C28
comme seule source de carbone. Ainsi, tous les alcanes, excepté
le méthane qui nécessite un mécanisme particulier
d'assimilation, peuvent étre utilisés par les mycobactéries,

mais pas nécessairement par la méme souche.

De plus, parmi les composés oxydables qui sont utilisés comme
source de <carbone pour la croissance des mycobactéries,
figurent les sucres: le glucose (Ramakrishnan et al., 1962), le
mannose et le fructose (Hey-Ferguson et Elbein, 1970).
L'utilisation de 1l'alcool éthylique, de l'acide lactique et
acétique comme substrats oxydables a été rapporté par Merrill
(1931a,b).

Bien qu'il y ait un nombre illimité de substrats oxydables
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par les mycobactéries, trés peu de ces substrats sont utilisés
par M. leprae. Le substrat convenable pour la culture in vitro

de M. leprae reste a découvrir.

En fait, Hanks (1951b) et Gray (1952) ont été les premiers a
chercher systématiquement les substrats oxydables comme sources
d'énergie pour M. leprae et M. lepraemurium. Ils ont conclu que
M. leprae est incapable d'oxyder les substrats que les autres
mycobactéries cultivables peuvent oxyder, pour produire de

l'énergie nécessaire & sa croissance et & sa multiplication.

M. lepraemurium depuis sa découverte en 1903 par Stefansky a
servi de modéle intérimaire dans 1l'étude du bacille de 1la
lépre, parce que les cellules de M. lepraemurium étaient
facilement disponibles en quantité suffisante et a donc fait

1'objet de beaucoup de recherche.

Adapoe (1976) a testé tous les intermédiaires du cycle de Krebs
et a rapporté que parmi tous les intermédiaires seul le
succinate est oxydé par les suspensions cellulaires de M.
lepraemurium. Tepper et Varma (1972) ont étudié 1l'activité
métabolique de M. lepraemurium et rapporté que les cellules

intactes de ce microorganisme produisent du CO, a partir de
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l'acide a-cétoglutarique.

Ishaque et Kato (1977a,b) ont démontré que M. leprae et M,
lepraemurium sont capables d'oxyder certains substrats exogénes
sans addition de cofacteur et ne sont donc pas dépendants des
cellules de leur hdéte pour respirer. Ishaque et Kato (1977a)
ont étudié l'oxydation de divers composés par les suspensions
bacillaires de M. leprae et M. lepraemurium. Ils ont constaté
que la suspension cellulaire de ces bacilles purifiée oxydait
certains composés sulfhydryles tels L-cystéine, le

dithioérythritol et la DL-pénicillamine.

Ces chercheurs ont observé au cours de leurs expériences dque
l'extrait de levure stimulait un peu la respiration des deux
mycobactéries et que le succinate était oxydé par les cellules
intactes de M. leprae. Ishaque et Kato (1977a) dans leur
conclusion ont rapporté que contrairement a la conclusion de
Hanks (1951b) et Gray (1952) M. leprae et M. lepraemurium,
considérés jusqu'alors comme des mycobactéries non cultivables,
étaient néanmoins capables du point de vue métabolique d'oxyder
divers substrats, et pourraient croitre sur milieu de culture

synthétique si les substrats appropriés y étaient fournis.
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La richesse du bacille de la lépre en lipide (environ 40% du
poids sec ) a fait penser & une éventuelle implication de
source exogéne d'acide gras dans la nutrition (Wheeler et al.,
1990 ). Mais déja les acides gras avaient été reconnus toxiques
pour M. tuberculosis (Davis et Dubos 1946, 1947). Contrairement
a cette révélation, McCarthy (1974) a constaté une
augmentation de la croissance de M. avium incubé en présence de
1'acide palmitique. Il a donc conclu que l'acide palmitique est
un facteur de croissance spécifique pour M. avium. Plus tard,
en 1976, McCarthy notait aussi la stimulation de la croissance
de M., avium par l'acide oléique. Cependant, Ishaque et Kato
(1976) n'ont obtenu aucune oxydation des acides gras qu'ils

ont testés avec les cellules de M. lepraemurium cultivé in

vitro.

Wheeler et Ratledge (1988) ont constaté que le palmitate était
incorporé par les cellules entiéres de M. leprae isolées a
partir des tissus de tatous a neuf bandes et Franzblau et al.,
(1987) ont rapporté que le carbone marqué du palmitate
apparait dans le glycolipide-I un lipide spécifique a M,
leprae. D'autre part Franzblau (1988), Wheeler et Ratledge
(1988) ont rapporté que le palmitate est rapidement dégradé en

CO, par les suspensions cellulaires de M. leprae.
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Ishaque (1989) & la suite d'une série d'expériences regroupant
1'étude de l'oxydation du substrat, l'emploi des inhibiteurs de
la respiration et les observations spectrophotométriques a
démontré 1'évidence directe de 1'oxydation de 1l'acide
palmitique par M. leprae cultivé in vivo chez le tatou a neuf
bandes. Ishaque (1992b) a testé l'oxydation du palmitate par
les suspensions cellulaires de M. lepraemurium cultivé in vitro
et in vivo. Il a trouvé que ces deux mycobactéries oxydent le
palmitate seulement aprés une période de latence d'environ 8
heures ; et que cette période diminue de moitié avec l'extrait
cellulaire des mémes bacilles. Ishaque et Sticht-Groh (1993a)
ont comparé 1l'oxydation de l'acide palmitique soluble dans
l'eau et insoluble par M. leprae. Ils ont observé que les deux
formes sont toutes oxydées par les bacilles aprés une période
de latence de 0 a 2 heures respectivement, pour les formes

soluble et insoluble.

2. CULTURE IN VITRO

La maitrise de plusieurs types d'infections s'est réalisée
gradce a la culture de l'agent pathogéne in vitro. Cependant, un

tel succés n’a pas encore été obtenu dans le cas de la lépre,
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malgré les multiples tentatives. L’incapacité de multiplier les
bacilles dans des milieux bactériologiques impose de sévéres
limitations au progres de la gestion médicale et
épidémiologique de la lépre. Quelques chercheurs ont rapporté
avoir cultivé M. leprae avec succés, mais il n’en demeure pas
moins vrai qu’apreés plus d’un siécle de recherches et malgré de
multiples efforts, cette mycobactérie n’a jamais été cultivée

sur des milieux artificiels.

Skinsnes et al., (1975) ont rapporté avoir cultivé le bacille
de la lépre sur milieu a base d'acide hyaluronique additionné
de divers ingrédients tels l'extrait de 1levure, 1l'albumine
bovine et la glycérine, avec un tampon phosphate. Cette culture
a été reproduite par Ishaque et Kato (1976). Toutefois, ces
cultures ont été identifiées par Pattyn (1976) comme étant M.
scrofulaceum. Ishaque et Kato (1977b) ont cultivé des
mycobactéries a partir des tissus 1lépreux de tatou sur un
milieu a base d’acide hyaluronique additionné d’extrait de
cordon ombilical, d’extrait de levure, de glycérol et de sérum
de mouton. D’autres chercheurs (Nishimura et al., 1964; Mori et
al., 1966; Ogawa et al., 1974) ont aussi rapporté des cultures
scotochromogénes appartenant a M. scrofulaceum. Il a été

confirmé (Ishaque, 1981) que les cultures de type M.
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scrofulaceum ne sont pas les agents étiologiques de la lépre.

Dhople et al., (1988) ont rapporté la multiplication limitée in
vitro de M. leprae sur le milieu Dhople-Hanks (DH) et le milieu
de Mahadevan conditionné. Selon eux ces deux milieux ont pu
supporter la croissance de M. leprae pendant 12 semaines au
bout desquelles les paramétres d'évaluations biochimiques ont
été réduits au néant.

Dhople et Lamoureux (1991a,b) en utilisant le milieu DH ont
étudié 1l'influence de certains facteurs sur la croissance in
vitro de M. leprae. Ils ont observé qu'en maintenant un faible
potentiel redox dans le milieu, les composés sulfhydryles en
1l'occurrence le thioglycolate et le dithiothréitol jouaient un
rdle actif dans le métabolisme de M. leprae. Le rbéle de ces
composés sulfhydryles serait probablement d'induire un faible
potentiel d'oxydo-réduction dans le milieu, fournir du sulfure
et aussi des groupes SH qui sont nécessaires pour l'activation
des enzymes du systéme de transport d'électrons. Ces mémes
chercheurs (1991b) ont évalué 1'influence de la tension
d'oxygéne sur la croissance de M. leprae in vitro. Ils ont

constaté que M. leprae adapté in vitro est plus tolérant a

1'oxygéne.
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Ishaque (1990) a étudié l'effet de différents mélanges gazeux
sur la croissance de M. leprae in vitro en utilisant un milieu
contenant du glycérol et le thioglycolate de sodium. Il a
constaté que les concentrations de 2,5% d'oxygéne et 10% de gaz
carbonique sont plus favorables & la croissance de cette
mycobactérie en milieu artificiel. Au cours de cette méme étude
Ishaque (1990) a obtenu une augmentation de la quantité d'ATP
et d'ADN plus de quatre fois sur le milieu solide et deux fois
dans le milieu liquide. Ce qui lui a permis d'avancer 1l'idée
que le milieu solide semble étre plus approprié (convenable)
pour la culture in vitro de M. leprae. Récemment Ishaque et
Sticht-Groh (1993b) ont constaté que M., leprae incubé dans le
méme milieu en présence d'acide palmitique et d'air poussait de

la méme maniere ou mieux qu'avec n'importe quel mélange gazeux.

Biswas (1989) a rapporté la culture de M. leprae sur milieu

Dubos-Lowenstein-Jenson additionné de thyroxine de sodium.

Présentement les tatous a neuf bandes inﬁectés
expérimentalement avec M. leprae ( Kirchheimer et Storrs.,
1971) sont la source principale pour les études
microbiologiques. Malheureusement, la présence d'autres

mycobactéries (mycobactéries dérivées de tatous MDT) dans les
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différents organes de tatous a été rapportée par Portaels et

al., (1982) et cela a été confirmé par plusieurs chercheurs.

Les organismes cultivés ont été généralement reliés au groupe
de bactéries M. avium, M. intracellulaire, M. scrofulaceum ou
Corynebacteria (Wheeler, 1984Db) . Ainsi quelques
caractéristiques communes peuvent é&tre trouvées entre les
mycobactéries cultivées in vivo (M. leprae) et in vitro (MDT).
Ces derniéres sont alors identifiées par mégarde comme étant M.

leprae (Pattyn et Portaels, 1980).

D’ apres Lancaster et al., (1983) un grand nombre de bacilles
peut étre obtenu & partir de coussinets plantaires de souris
nues (3x10¥bacilles par coussinet plantaire ou 7.4x10¥ bacilles
par gramme de tissus ) mais ils sont exempts de contaminants
tels MDT, souvent présents dans les tissus de tatous. Il a
alors été suggéré d'utiliser plutdét les tissus de souris pour

les essais de culture in vitro du bacille de la lépre humaine.

3. LES VOIES METABOLIQUES

Les voies majeures employées par plusieurs mycobactéries sont

la voie de la glycolyse et la voie du cycle de 1l'acide
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tricarboxylique, bien que d'autres voies oxydatives comme la

voie des hexoses monophosphates soient utilisées.

3.1 LA VOIE DE LA GLYCOLYSE

L'étude du métabolisme du glycérol chez les mycobactéries
(Hunter, 1953a) a montré que la dégradation du glycérol en
acide pyruvique s'effectue par la voie de la glycolyse. En
effet, quand les extraits cellulaires de M. smegmatis et M.
butyricum étaient incubés avec l'adénosine triphosphate (ATP),
il y avait hydrolyse enzymatique de 1'ATP avec apparition de
phosphate inorganique dans le mélange de la réaction. En
présence du glycérol, la gquantité de phosphate inorganique
était réduite mais le résidu d'ATP était négligeable. Hunter,
(1953a) a expliqué que cette observation était due a une
estérification du glycérol en glycérophosphate, une étape de la
voie de la glycolyse. Hunter (1953a) a aussi étudié 1la
dégradation enzymatique de l'acide D-3-phosphoglycérique chez
M. smegmatis et a trouvé que la réaction est fortement inhibée
par l'ion fluorure mais stimulée par l'ion Mg?+. Ces propriétés
sont caractéristiques de 1'énolase, un des enzymes de la
glycolyse. L'acide D-3-phosphoglycérique est dégradé en acide

phosphoénol pyruvique et en phosphate inorganique. A partir de
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ces résultats expérimentaux Hunter (1953a) a proposé que la
dégradation du glycérol en acide pyruvique chez M. smegmatis

s'effectuait par la voie de la glycolyse selon le schéma

suivant:
Glycérol------=---= - Glycérophosphate---------- -
Phosphoénol pyruvate------- -» pyruvate

Ces résultats de Hunter ont été confirmés par Edson et al.,
(1959). Ces chercheurs ont étudié le métabolisme du glycérol
chez M. butyricum en utilisant la technique des marqueurs
radiocactifs (isotopes) et rapporté que la dégradation de 1la
majorité du glycérol dans cet organisme s'effectue par la voie
de la glycolyse . L'existence du systéme de la glycolyse chez
M. tuberculosis (souche H37Ra) a été démontrée par Bastarrachea
et al., (1961). Ramakrishnan et al., (1962) ont étudié
l'oxydation du glucose par la souche virulente (H37Rv) et
avirulente (H37Ra) de M. tuberculosis et ont rapporté que le
métabolisme du glucose chez H37Rv s'effectue équitablement par
la voie d'oxydation et par la voie de la glycolyse; par contre
ils ont noté la prédominance de la glycolyse chez H37Ra.

Tepper et Varma, (1972) ont rapporté que le glycérol est
métabolisé par la voie de la glycolyse via la portion des
trioses en pyruvate, acétyl-CoA et 1le cycle de 1l'acide

tricarboxylique. Selon Adapoe (1976), la présence de l'enzyme
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pyruvate déshydrogénase chez le BCG (Bacille Calmette et
Guerin) montre que la voie de l'acide tricarboxylique est liée
a la voie de la glycolyse chez cette mycobactérie. Le glycérol
est d'abord dégradé en pyruvate et le pyruvate ainsi produit
est par la suite dégradé par le cycle de 1l'acide
tricarboxylique. Adapoe, (1976) a noté au méme moment l'absence
de l'enzyme pyruvate déshydrogénase chez M. lepraemurium ce qui
suggere que ce microorganisme ne peut pas utiliser la voie de

la glycolyse pour son métabolisme respiratoire.

3.2 LE CYCLE DE L'ACIDE TRICARBOXYLIQUE (CYCLE DE KREBS)

C'est la voie respiratoire 1la plus étudiée chez les
mycobactéries. La premiére mise en évidence de ce cycle chez
les mycobactéries appartient a Youmans et al., (1956) qui ont
démontré que les cellules de M. tuberculosis H37Rv traitées
avec de l'acétone oxydaient tous les intermédiaires du cycle de
l'acide tricarboxylique. Long (1919) avait observé la
croissance de M. tuberculosis souche H37 en présence du
succinate d'ammonium et du malate d'ammonium dans un milieu
synthétique, mais n'a pas observé de croissance en présence du
pyruvate d'ammonium ou du lactate d'ammonium. Merrill (1931a)

a aussi rapporté que lorsque les acides citrique, acétique et
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lactique sont utilisés comme seules sources de carbone dans un
milieu synthétique, 1ils sont oxydés par l'ensemble des 14
souches testées exceptée la souche humaine H37. Nakamura (1938)
n'a pas observé d'augmentation dans la consommation d'oxygéne
chez 1la souche humaine en wutilisant 1l'acide citrique,
succinique ou malique. En 1941, Bernheim a rapporté que le
citrate, le succinate, le malate et le pyruvate sont sans effet

sur la consommation d'oxygéne de l'espéce bovine.

Edson et Hunter, (1943) dans 1'étude de la respiration chez les
mycobactéries ont observé que le lactate et le pyruvate sont
oxydés par les cellules entieres de suspensions cellulaires de
M, phlei, M. smegmatis et M. karlinski. Ces espéces poussent
bien au bout de 7 jours d'incubation dans un milieu contenant
le lactate et 1le pyruvate. M. smegmatis poussent sur le
succinate seulement aprés 5 semaines d'incubation . Aucune de
ces espéces testées n'est capable d'oxyder ou de croitre sur
le citrate seul. Cependant l'addition d'une petite quantité de
citrate (0,01%) au substrat montre un effet stimulateur. Par
exemple, M. phlei qui peut croitre sur le lactate ou le
pyruvate comme seule source de carbone, croit encore mieux en
présence de citrate. A part le bacille de la tuberculose, des

résultats similaires sont obtenus avec toutes les autres
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espéces testées. Des substrats derivés de l'acide citrique ont
été testés pour effet de stimulation, mais aucune de ces
substances ne stimule la croissance d'aucun organisme. A partir
de ces observations, Edson et Hunter, (1943) ont conclu que
l'acide citrique n'est pas oxydé par les suspensions
cellulaires de mycobactéries et ne peut pas étre oxydé par la
voie de l'acide tricarboxylique chez ces microorganismes. Ces
chercheurs ont aussi évoqué la possibilité que l'acide citrique

est utilisé pour la synthése des acides aminés qui stimulent la

croissance.

Geronimus (1949) a observé la consommation d'oxygéne par les
extraits cellulaires de plusieurs mycobactéries incubées avec
les intermédiares du cycle de l'acide tricarboxylique. Les
extraits cellulaires ont été supplémentés avec le bleu de
méthyléne comme accepteur d'électrons. Selon Geronimus (1949)
l'incapacité d'obtenir l'oxydation des intermédiaires avec les
suspensions de cellules entiéres est probablement due a
l'imperméabilité de la membrane cellulaire des mycobactéries
aux intermédiaires. Ces observations de Geronimus ont été
confirmées par Faine et al., (1951). D’autre part, Sasakawa et
Fuji, (1952) ont rapporté que les cellules du bacille de la
tuberculose aviaire cultivé dans un milieu contenant du

glycérol sont capables d’oxyder le citrate, seulement aprés une
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longue périocde d'incubation; tandis que les cellules séchées
aprés lavage sont capables d'oxyder le citrate rapidement sans
période de latence. Ces cellules oxydent aussi le cis-aconitate
et l’a-cétoglutarate. L'existence de la période de latence peut
étre dlle a la perméabilité. L'extrait cellulaire obtenu a
partir des cellules séchées et traitées avec de l'acétone est
capable de déshydrogéner 1le citrate lorsque 1le bleu de
méthyléne est employé comme accepteur d'électrons dans les
conditions aérobiques et 'a-cétoglutarate est formé pendant la
réaction. La réaction est stimulée par les ions Mn?+ et Mg+.
Cet extrait cellulaire est capable d'oxyder aussi 1l'acide
oxalosuccinique. A partir de ces observations, Sasakawa et
Fuji, (1952) ont conclu que 1l'oxydation du citrate en «a-
cétoglutarate s'effectue par le cycle de l'acide

tricarboxylique.

Youmans et Youmans (1953) ont étudié 1l'effet des composés
relatifs au cycle de l'acide tricarboxylique sur la croissance
de M. tuberculosis var hominis. Ces chercheurs ont rapporté que
cette mycobactérie est capable de croitre en présence d'une
certaines concentrations de glycérol, et des acides lactique,
pyruvique, oxalosuccinique, o-cétoglutarique, et oxalacétique.

Cependant, les acides citrique, cis-aconitique, isocitrique,
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succinique, fumarique et malique, qui sont les intermédiaires
du cycle de Krebs, sont incapables de supporter la croissance
du microorganisme. Ils ont suggéré que cette incapacité a
croitre sur ces intermédiaires est probablement due a
1'imperméabilité de la membrane cellulaire du bacille aux
substrats respectifs. Ils ont aussi suggéré l'implication des
hydrates de carbone dans le cycle de Krebs. Cette suggestion
concorde avec les observations de Geronimus (1949) qui a
rapporté que l'extrait cellulaire du H37 de M. tuberculosis
oxydait 1les intermédiaires du cycle lorsque 1le bleu de

méthyléne était employé comme accepteur d'électrons.

Hunter (1953b) a étudié la formation d’acide par M. butyricum
qui est cultivé sur milieu contenant du glycérol comme seule
source de carbone. L’acide a-cétoglutarique a été 1’acide

prédominant isolé et identifié. De plus, le pyruvate et le

succinate sont aussi produits. Hunter (1953b) a aussi examiné
1’oxydation de 1’acide a-cétoglutarique par les suspensions de
cellules entiéres de M. butyricum, mais il a remarqué que

1’acide cétonique ne stimulait pas la consommation endogeéne

d’ oxygéne d’une manieére significative. Les extraits cellulaires
de M. butyricum possédent cependant une faible activité d’a-

cétoglutarate déshydrogénase qui est stimulée par 1’addition de
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cocarboxylase, d’ions Mg*+ et de nucléotides diphosphopyridines.
L’'acide «a-cétoglutarique est formé seulement lorsque M.
butyricum est cultivé sur milieu a base de glycérol. Il n’y a
pas de formation de a-cétoglutarate lorsque le glycérol est
remplacé par le glucose. En se basant sur ces observations
Hunter (1953b) a proposé que la formation de 1l’'acide a-
cétoglutarique a partir du glycérol peut étre attribuée a une
série de réactions incluant le cycle de 1’acide tricarboxylique
suivant le schéma:

Glycérol---=>Triosephosphate---=Pyruvate----=Acétyl CoA

+ Oxalacétate---=»Citrate-—---da-Cétoglutarate.

Hunter (1953b) a expliqué que l’accumulation de 1l’acide a-
cétoglutarique dans le milieu de culture de M. butyricum était
dle au bloquage du cycle de l'acide tricarboxylique au niveau
de 1l’oa-cétoglutarate chez cette espéce. Il a aussi souligné que
puisque M. butyricum peut croitre mieux sur le glycérol en
présence de sulfate d’ammonium comme source d'azote, sans
accumulation d’acide a-cétoglutarique, 1’accumulation d’acide
doit étre liée au métabolisme de 1l'azote. Hunter (1953b) a
ainsi conclu que les réactions du cycle de Krebs jouent un réle

important dans le métabolisme des mycobactéries.
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Holmgren et al., (1954) ont étudié le métabolisme du bacille de
la tuberculose. Ces chercheurs ont rapporté que parmi les
intermédiaires et précurseurs du cycle de 1’ acide
tricarboxylique testés, les acides citrique et succinique ne
sont pas oxydés par les suspensions de cellules entiéres de la
souche H37Ra de M. tuberculosis var hominis. Puisque ces
composés sont des constituants clés dans le cycle de Krebs,
leur incapacité a étre oxydés par les microorganismes a améné
Millman et Youmans (1954) a effectuer une série
d’investigations sur le mécanisme respiratoire terminal en
utilisant 1’extrait cellulaire. Des taux élévés de consommation
d’ oxygéne par l’extrait cellulaire ont été obtenu lorsque les
acides malique, lactique et fumarique ont été utilisés comme
substrats. Les acides pyruvique, succinique, citrique, a-
cétoglutarique et oxalacétique sont aussi oxydés par 1l’extrait
cellulaire, mais la consommation d’oxygéne se stabilise apreés

une période de 10 a 30 minutes.

Des études chromatographiques ont montré que 1l’acide citrique
est synthétisé a partir de l'oxydation de 1l’acide malique et
fumarique. L’addition de cofacteurs ATP, nicotinamide adénine
dinucléotide (NAD*) et coenzyme A, stimulait la consommation

d’ oxygeéne avec tous les substrats traités, exceptés le pyruvate
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et le lactate. A partir de cette évidence expérimentale,
Millman et Youmans (1954) ont conclu que M. tuberculosis var
hominis H37Ra utilise le cycle de 1l’acide tricarboxylique pour

1’oxydation des hydrates de carbone.

Ces résultats suggérent que les mycobactéries cultivables,
incluant le bacille de 1la tuberculose, possedent un cycle
d’acide tricarboxylique fonctionnel pour le métabolisme des
hydrates de carbone. Cette suggestion est confirmée par les
études de Yamamura et al., (1954) qui ont démontré la présence
des enzymes spécifiques du cycle de Krebs chez les

mycobactéries.

Youmans et al., (1956) ont rapporté aussi que des cellules
entiéres de la souche virulente H37Rv de M. tuberculosis qui
étaient incapables d’oxyder certain -intermédiaires du cycle de
Krebs, montrent une augmentation notoire de la consommation
d’ oxygéne en présence des mémes substrats lorsque les cellules
sont traitées avec de 1l’acétone. Ces chercheurs ont marqué la
souche H37Rv au carbone 14 en faisant croitre les cellules en
présence d’acétate de sodium comme substrat (avec le deuxieme
atome de carbone marqué avec du C). L’extrait de cellule a été

ensuite analysé pour la présence de carbone radiocactif dans les
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intermédiaires du cycle de Krebs par chromatographie a
échangeuse d’anions. Tous les intermédiaires du cycle de
1’acide tricarboxylique: citrate, isocitrate, cis-aconitate, a-
cétoglutarate, succinate, fumarate, et malate ainsi que les
composés comme le pyruvate, glutamate, aspartate, et lactate
ont été identifiés marqués au carbone C. A partir de ces
observations Youmans et al., (1956) ont conclu que 1’acétate
est oxydé par la voie de l’acide tricarboxylique chez les

mycobactéries.

Edson et al., (1959) ont rapporté une autre étude semblable a
celle effectuée par Youmans et al., (1956). Ces chercheurs ont
étudié la consommation et le métabolisme des substrats marqués
radioactivement, & savoir le glycérol, 1l'acétate, et 1le
bicarbonate, par M. butyricum. Cette mycobactérie excrétait une
quantité considérable d’acide a-cétoglutarique dans le milieu
en présence d’acétate radioactif. Le carbone total obtenu apreés
la dégradation des composés organiques fournit un modele qui
était comparable avec 1l’oxydation de 1l’acétate a travers le
cycle de Krebs. La dégradation de a-cétoglutarate formé en
présence de 1'acétate de sodium marqué donne un modéle
compatible avec la fixation du dioxyde de carbone dans le

groupe p-carboxylique des précurseurs de 1l’oxalacétate. La
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distribution du modéle de !C obtenue & partir de o-
cétoglutarate formé en présence du glycérol marqué au C est
compatible avec le schéma que le glycérol est premiérement
phosphorylé, et ensuite converti en pyruvate selon la voie
d’ Embden-Meyerhof. Le pyruvate formé est converti en
oxalacétate et acétate qui sont dégradés par la voie de Krebs.
On peut donc conclure que le cycle de 1l’acide tricarboxylique
fournit et Jjoue un réle important dans le métabolisme des

hydrates de carbone des mycobactéries.

Mori et al., (1971) en utilisant la chromatographie sur papier
ont identifié les réactions produites chez M. lepraemurium
cultivé in vivo, et rapporté la présence des enzymes du cycle
de 1'acide tricarboxylique chez le microorganisme. Cependant,
ils ont été incapables de démontrer 1l’existence de 1l’a-
cétoglutarate déshydrogénase et proposent que le cycle de Krebs

est bloqué au niveau de 1’a-cétoglutarate chez M. lepraemurium.

Adapoe (1976) en utilisant le critére de Conn et Stumpf (1963)
basé sur 1’inhibition de l’oxydation du succinate par 1l’acide
malonique comme critére de 1l’existence, en 1l’occurrence du
cycle de 1l'acide tricarboxylique, chez plusieurs organismes,

a obtenu 1’inhibition compléte de 1l’oxydation du succinate par
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M. lepraemurium cultivé in vivo, avec 0.002M d’acide malonique.
L’analyse chromatographique du produit de 1la réaction
d’ oxydation du succinate par M. lepraemurium a montré que le
fumarate est le produit principal de 1l’oxydation du succinate
chez cette mycobactérie. Parmi les intermédiaires du cycle seul
le succinate est oxydé par 1les cellules entieres de M.
lepraemurium. Adapoe (1976) a rapporté 1l’existence de tous les
enzymes du cycle de 1’acide tricarboxylique chez M.
lepraemurium cultivé in vivo et 1’absence de pyruvate
déshydrogénase, ce qui indique que cette mycobactérie n’utilise

pas la voie de la glycolyse pour son métabolisme respiratoire.

4. TRANSPORT D’ELECTRON

4.1 COMPOSANTS DE LA RESPIRATION

La présence des cytochromes, les composants majeurs de la
chaine de transport d'électrons, a été demontrée chez M. phlei
par Todd (1949). En fractionnant les extraits cellulaires de M.
phlei, Brodie et Gray (1957) ont rapporté que les cytochromes
de type a , b, et ¢ chez ce microorganisme sont localisés

dans la fraction particulaire obtenue aprés une courte période

de traitement aux ultrasons. Cependant, aprés une longue
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période de sonication, seuls les cytochromes a , et b
restent liés a la fraction particulaire. Le cytochrome c est
graduellement 1libéré dans le surnageant (fraction surnageante)
lorsque la sonication est continuée pendant longtemps. La mise
en évidence de la participation des cytochromes a la phase
terminale de la respiration chez M. phlei a été rapportée par
Asano et Brodie (1964). Lorsque le succinate est utilisé comme
donneur d’électrons le spectre différentiel de la fraction
particulaire de M. phlei montre des bandes d’absorption & 598

562 et 550 nm. Ces bandes correspondent aux bandes o des

’
cytochromes a et b respectivement. Le pic de Soret du
cytochrome b apparait & 430 nm, tandis que ceux des
cytochromes ¢ et a + a; apparaissent a 420 et 445 nm
respectivement. Tous les cytochromes sont localisés dans la
fraction particulaire, cependant leur réduction compléte par le
succinate est stimulée par 1l’addition de 1la fraction
surnageante. Cette observation suppose que d’autres facteurs,
en plus des cytochromes, participent a la chaine de transport
des électrons.

Asano et Brodie (1964) et Revsin et Brodie ({1969) ont noté la
présence de monoxyde de carbone 1ié aux particules de M. phlei.

Lorsque le <courant de monoxyde de <carbone est passé

soigneusement & travers 1l’échantillon réduit, le spectre
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d'absorption du monoxyde de carbone revéle une dépression
(creux) & 445 nm et un pic a 430 nm. Le creux 445 nm se
rapporte au cytochrome a; réduit dans la cuvette de référence

et le pic a 430 nm est caractéristique du complexe a,-CO .

En plus des cytochromes, d’autres composants de la chaine
respiratoire comme flavoprotéines, vitamine K et la pyridine
dinucléotide (NAD*) ont été découvertes. La présence de
flavoprotéine a été démontrée dans les particules de M. phleil
par Asano et Brodie (1964). La réduction des flavoprotéines par
le succinate comme donneur d’électrons a été mise en évidence
par un creux caractéristique a 460 nm. L'addition de -
hydroxybutyrate &8 la préparation particulaire nécessite le NAD'
pour réduire les cytochromes, indiquant que le NAD' est

nécessaire dans la chaine de transport d’électrons de M. phlei.

L’ importance de la vitamine K ou de ses analogues dans le
transport d’électrons chez M. phlei a été démontrée par Webber
et Rosso (1963). Ils ont observé que les particules de M. phleil
qui oxydaient 1le NADH, perdent 1l’activité oxydase aprés
traitement avec 1l'isooctane. L'ajout de vitamine K aux
particules traitées, entraine une restauration a 100% de

l"activité oxydase du NADH. Cette remarque a conduit ces
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chercheurs a reconnaitre la vitamine K comme une composante de
la chaine de transport d'électrons de M. phlei . En plus de la
vitamine K, un facteur non identifié qui est sensible a la
lumiére a 360 nm a été rapporté actif dans 1l’oxydation du NA<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>