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Elimination de l'acide pyruvique
des milieux de culture en vue de favoriser
la survie de TIrypanosoma evansi

BALIS (J)

(Laboratoire de Farcha, Fort-Lamy Tchad)

RESUME

L'acide pyruvique est le principal déchet du métabolisme glucidique de
T. eyansi,

L'auteur a d'abord étudié I'importance et la rapidité de sa formation puis sa
toxicité pour Trypanosoma evansi et pense que son accumulation dans le miliev
constitue un obstacle majeur & la culture «in vitro »,

Le présent travail a surtout pour objel Pétude de différents moyens d'ordres
physique, chimigue et bialogique, destinés a éliminer V'acide pyruvique au fur
et & mesure de sa formation.

Les moyens physiques expérimentés sont |es suivants :

@) La diffusion en gélose, ¢'est-a-dire I'utilisation des milieux diphasiques.

) La diffusion & travers une membrane semi-perméable.

¢) Le lavage continu sur une membrane filtrante,

d) L'utilisation des propriéiés adsorbantes des charbons.

Ces différentes techniques permetlent d'obtenir des résultats intéressants
mais il est nécessaire de tenir comple du fail que des facteurs de croissance
peuvent également &tre éliminés,

Il est possible de neviraliser chimiquemeni 'acide pyruvique par I'hydroxyla-
mine, le sulfite et le bisulfite de sodium, mais les composés formés présentent
une toxicité non négligeable.

Enfin, biclogiquement, on devrait pouvoir compléter 'appareil enzymalique
de Trypanosoma evansi et obtenir une dégradation compléte de I'acide pyru-

vique.
2 tableaux.
Bibliographie : 9 références,

Trybanosoma evons), que 'on frouve dans le
sang circulant d'un animal frypanasomé, y puise
les éléments nécessaires A sa vie et a sa multipli-
cation. Les conditions semblent particuliérement
favorables chez le rat o0 nous avons parfois
constaté la présence de plus d'un million de
parasites par mm# de sang.

On pouvait ‘penser que sa culture «in vitro »

serait simple mais pourtant elle n'a jamais été
réalisée. On s'apergoit, en effet que cette culture
est sous la dépendance de multiples facteurs,
le plus souvent méconnus, et frés liés les uns
aux auires, c'est-d-dire que la présence ou 1'ab-
sence de l'un d'eux suffit @ rendre impossible
toute réussite,

Une des causes d'échec est la formation de
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déchets et spécialement ceux du catabolisme du
glucose, que le flagellé a la possibilité d'éliminer
larsqu'il se multiplie dans Je sang circulant.
KLIGLER, GEIGER et COMARQCFF (5) parlent
de I'acide lactique. CHRISTOPHERS et FULTON
{4) notent une action nocive de |'acidification sur
T. rhodesiense. KRIIGSMAN (6) pense que le
principal déchet du métabalisme de T. evonsi
est 'acide pyruvique. C'est aussi I'avis de MAR-
SHALL (7) qui le prouve et irouve par des mesu-

res précises que chez T. evansi, les 7/8¢ du glucose:

utilisé sont fransformés en acide pyruvique qui
s'accumule dans le milieu.

Le but de notre travail a été de rechercher en
premier lieu quelles étaient I'importance et la
rapidité de formatior de |'acide pyruvique, puis,
apres avoir mis en évidence sa toxicité pour
T. evansi naus avons étudié ef expérimenté diffé-
rents moyens destinés a éiminer cet acide du
milieu de culture.

MATERIEL ET METHODES

La souche de T. evanss a été prélevée en 1961
sur un dne de Fort-Lamy.

Les différentes expérimentatans ant été effec-
tuges soit en milieux liquides, soit en milieux
diphasiques :

— Milieux liquides : iis sont de 2 types.

1) Milieu au sang de cheval dont la compaosi-
tion est la svivante :

sang de cheval ,............ 10 mi
liquaide « Roche» ......... 1 ml
eau distillée ............... 90 ml

Hémolyse pendant 1 heure & la température
du [aborataire.
phosphate bipotassique . ... ...
glucase ...l
phosphate monopotassique :
Q. S. pour avoir pH 7,4,

1g
lg

Filtration sur papier puis sur Seitz.

2) Milieu synthétique de formule suivanie :

glucose ..o i2g
phosphate bipotassique ... .. 14q
chlorure de sodium ........ 02q
eau distillée ... 100 ml

phosphate monopotassique :
Q. S. pour avoir pH 7,4,
Filtration sur Seitz.

Milieux diphasiques : ils sont réalisés en tubes
4 essais avec comme phase liguide I'un des
milieux précédemment décrits et comme phase
solide de la gélose physiologique a 2 p. 100 dans
laquelle est incorporée la substance détoxifiante.

Les dosages d'acide pyruvique ont été effectués
par la technique de CARON et RAQUET (2)
madifiée par nous-mémes (1).

Toutes les expérimentations ont été réalisées
dans une piéce climatisée maintenue automati-
quement & la température de 25°.

IMPORTANCE ET RAPIDITE DE FORMATION
DE L'ACIDE PYRUVIQUE

Nous avons procédé de la fagon suivante :
200 ml de miliev au sang sont ensemencés avec
du sang de rat fortement parasité. Toutes les
30 mn on préléve 6 mt du mélange afin de prati-
quer un dosage d'acide pyruvique et une numé-
rafion des trypanosomes.

Le tableau n® 1 monire que I'acide pyruvique
est neftemeni décelable dans le milieu dés la
premiére demi-heure. Son taux croft presque
lineairement en méme temps que la quantité de
flagellés diminue. Il semble exister un rapport
entre ces deux phénomeénes et nous avons été
amenés 4 &tudier la foxicité de I'acide pyruvique.

TOXICITE DE L’ACIDE PYRUVIQUE
POUR T. EVANSI

Cefte expérimentatian a &té faite sur milieux
diphasiques avec comme phase solide de la
gélose physiologique servant de support a I'acide
pyruvique ou au pyruvate de Sadium, et comme
phase liquide, le milieu synthétique.

Ce dernier est ensemencé en bloc, puis réparti
dans les différentes séries de tubes a essais. En
début d'expériences, nous avions 40.000 flagel!és
ay mmé, ‘

Le tableau no 2 nous donne les résultats relevés
aprés 20 h d'incubation.

L'acide pyruvique est nettement plus toxique
que son sel de sodium et une dose de 10 mg pour
120 ml (phase liquide et phase salide) soit §,08 mg
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TABLEAU N© I
Quantité de Numération des
Temps en pyTuvate en trypanosomes
minutes mg. par cm3
0 0 17.600
30 0,03 17,000
60 0,06 15.600
90 0,09 14,000
120 0,11 12,800
150 0,14 11.000
180 0,16 10,000
210 0,18 8.000

par mfi est trés nocive. Or, s1 nous nous reporions
au tableau n® 1, nous consiaions gue ce taux est
afteint avant 0 minutes,

Dés la premigre heure, un milieu liquide peut
donc &tre considéré comme impropre 4 toute
culture de T. evansi, méme s'il contient les facteurs
de croissance nécessaires. |l est donc évident
que si I'on veut avoir quelques chances de succes,
Il faut en premier hieu éliminer I'acide pyruvique
du milieu,

Nous avons étudié un certain nombre de pro-
cédés (physiques, chimiques et biologiques) qui
nous ont permis d'apporter un début 'de solution
4 ce probléme,

Moyens physiques :

i) Diffusion dans la gélose :

C'est le procédé classiquement employé lors-
qu’on cultive les trypanosormes en milieux dipha-
siques. La phase solide est toujours beaucoup
plus volumineuse que la phase liquide ei |'acide
pyruvique formé diffuse dans la gélose,

Une amélioraiion du rendement peut étre obte-
nue en diminuant la fempérature d'incubation.
En effet, entre 25 et 370C 'intensité du métabolisme
de T. evansi obéit a la loi de VANt HOFF, c'est-
a-dire qu'elle est divisée par 2,5 quand la tem-
pérature baisse de 100C. Par contre, la vitesse de
diffusion étant proportionnelle & la température
absolue sera, pour le méme intervalle, divisée
par 1,03, Il est donc possible de diminuer forte-
ment la production d'acide pyruvigue tout e ne
changeant pratiquement rien a son élimination.

TABLEAY No II

Fhese liquide Phase solide Nombre de tubes Nombre de tubes
' par mn3 aprés 20 h.
gélose physiologique
100 al. 10 900
gélose physiclogique
160 ol + 100 mg 0 0
dtacide pyruvique
Milieu
synthétique gélose vhysiologiaue
ot 100 mi.+ 10 mg. 10 440
sang de d'acide pyruvique
rat parasité
2 wl. par gélose physiologique
tuve. 100 ml.+ 100 m. 10 390
pyruvate des Na
gélose physiologique ‘ .
100 ml.+ 10 mg. 10 610
pyruvete de Na ' '

311



Retour au menu

Les cultures de trypanosomes pathogénes <|<in

vitro » ne réussissent d'ailleurs qu'aux environs
de 250, !
i

2) Diffusion 4 fravers une membrane semi-
perméable : |

Une membrane semi-perméable laisse pas:ser
les cristalloides et doit donc permetire une élimi-
nation carrecte de l'acide pyruvique. Afinide
vérifier cette hypothése, nous avons réalisé le
dispositif suivant : i

Un sac de cellulose contenant 22 ml de milileu
au sang (A) ensemencé avec T, evansi esf suspen-
du dans une fiole d'ERLENMEYER et baigne
dans 133 ml de milieu synthétique (B). 22 mlide
milieu av sang, ensemencé, sont gardés com!me
témain (C). |

Au début de I'expérience, nous avions enf A
et C, 27.000 flagellés au mm3. Aprés 20 h d'ingu-
bation nous avons effectué une numération des
trypanosomes sur A et C, puis un dosage d'acide
pyruvique sur A, B et C, nous avons noté Jles
résultais suivants : '

Numération des trypanasomes :

A 1 9.200
C :15.600

Dosage de 'acide pyruvigue : |

A 0,08 mg/ml soitau total 0,08 x 22 = 1,76 r!ng
B : 0,03 mg/m! soit au fotal 0,03 x 133 4 ring
C : 0,30 mg/ml soit au total 0,30 x 22 = 6,6 mg.
L'acide pyruvique a donc bien diffusé eni B
mais I'équilibre n'a pas &€ aiteint puisqueila

quantiié au ml est supérieure en A. Par conire,

en C I'acide s’est accumulé ef le taux en est beau-
coup plus impertant.

Il est certain qu'un dispositif ayant un rapport
masse/surface trés petit doit permetire d'atteindre
des résulats trés corrects.

Puisque le principal déchet se trouve en partie
éhiminé, nous devrions frouver le plus de trypa-
nosomes en A ef la quantité d'acide pyruvigue
contenue en A et B devrait étre supérieure 4 celle
trouvée en C. Or, c'est |'inverse que nous obser-
vons, On est donc amené & penser gu'un facteur
favorable q diffusé de A vers B et il est nécessaire
d'en tenir compte dans tout systéme utilisant la
dialyse comme moyen détoxifiant.
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3) Lavage continu :

Cette méthode doit en principe permetire
I’élimination totale de I'acide pyruvique. Nous
I'avons expérimentée a I'aide du dispositif sui-
vant :

On verse quelques ml de milieu au sang conte-
nant des trypanasomes dans un petit filire Seitz,
puis on ferme sa partie supérieure par un bou-
chen. Ce dernier est fraversé par un comple-
gouttes auque| est adapté un tuyau souple ame-
nart du milieu au sang sous une faible pressian
(40a50cmd’eau). Le liquide fombe goutte a goutte
dans le filtre, comprime I'air qui s'y frouve et
une fois I'équilibre afteint, il passe & travers le
disque d’amiante avtant de liquide qu'il en rentre
4 la parhie supérieure,

lLes trypanosomes sont donc en suspension
dans un milieu centinuellement renouvelé, L'ex-
périence montre que I'acide pyruvique est bien
éliminé ; il n'en reste pas dans le filire et on
n'en trouve que des traces dans le liquide de
perfusion. Mais alors qu'au moment de I'ensemen-
cement on dénombrait 4.500 flagellés au mmé,
on n'en refrouve 20 h aprés que 1.800 dans le
témain et momns de 10 dans le filtre. |l semble
donc y avair eu privation d'un ou de plusieurs
facteurs nécessaires provenant de T. evansi |ui-
méme. L'un d'eux est peut tre analogue a I'exo-
antigéne signalé par WEITZ (8-9) chez [. brucei,

En résumé, la technique du lavage continu per-
met une élimination' trés correcte de I'acide
pyruvique et des autres déchets de métabolisme
mais ne peut étre envisagée qu'avec un milieu
contenant tous les facteurs nécessaires y compris
ceux provenant de T. evansi.

4) Utilisation des propriétés adsorbanies des
charbons :

Le charbon de bois et le noir animal sont
capables & des degrés différents d'adsorber des
gaz, des vapeurs et de nombreuses substances
minérales ou arganiques en solution. |ls se com-
porfent comme une sorte d'éponge présentant
une surface interne considérable et leur pouvoir
absorbant est fonction de leur état de division.

le charbon végétal est loin d'&fre un carbone
pur. Qutre quelques gaz, il contient 1 a 8 p. 100
de cendres 4 réaction alcaline.

Le charbon animal purifié posséde un pouvoir
adsorbant beaucoup plus grand e, en dehors
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du carbone & I'état trés divisé, on ne trouve que
des substances sans affinités chimiques comme la
silice,

MNous avons constaté que surtout le noir animal
purifié etait capable d'adsorber de pefites quan-
fités d'acide pyruvique.

L'influence des charbons sur la survie de
T. evansi a été recherchée par la technique des
milieux diphasiques ; le noir animal est inclus
dans la gélase et la phase liquide est du milieu
auv sang.

Pour 20.000 fiagellés au mm? en débui d'ex-
périence naus avens trouvé aprés 20 heures
d'incubation les résultats suivants .

mom. ... e » 2.300
noiranimal ............... 56800
charbon végétal ... ........ : 2.000

L'influence favorable du now animal paraff
assez nette ef comme cette substance est chimique-
ment inactive, seules ses propriétés physiques
sont en cause. -

Ces résultets s'expliqguent si on considére que
sant éliminés en priarité les corps de faible poids
moléculaire qui diffusent rapidement dans la
gélose. Malheureusement, d'auires substances
favorables subissent le mé&me sort et les résultats
sont différents si on mélange directemnent le
charbon animal av milieu liguide.

En effet, nous avons ensemencé avec la méme
quantité de T. evansi 3 fioles d'ERLENMEYER
A-B-C, contenant :

A : 50 rnl de milieu au sang + 1 g de charbon
animal

B : 50 ml de miliev au sang traité par 1 g de
charban animal puis filtré sur Seitz

C : 50 m| de miliev au sang.

Pour 10.000 trypanosomes au départ de l'ex-
périence, nous avans retrouvé aprés 20 heures
d'incubation :

A 4900
B : 6100
C: 86700

Le nombre le plus élevé correspond au témoin
Ceten A, il y aeu adsorbhion d'une partie de
I'acide pyruvique mais également de facteurs
nécessaires de gros poids moléculaire, provenant
du flagellé ou du sang de rat. Ces facteurs se
frouvent également dans le miliev av sang, mais

en trés faible quantité puisqu'un traitement au
noir animal suivi de filfration ne medifie que
peu la survie,

utilisation des charbons ne résoud donc pas
correctement le probléme, cependant une étude,
en fonction du pH, des proprietés adsorbantes
d'autres substances peut d notre avis, aboutir
a des résultats intéressants.

Moyens chimiques :

1) Hydroxylamine.

Au cours de diverses expérimenfations, nous
avons constaté |'effet favorable de substances
telles que la Colamine ou I'ammonidque 4 trés
faible dose {1 pour 10.000) et nous avons été
amenés a effectuer des essais avec I'hydroxyla-
mine.

Des dosages systématiques de I'acide pyruvigue
nous ont permis d'abserver qu'il étarr partielle-
ment éliminé par I'hydroxylamine.

Chimiquement, une molécule de sulfate se
combine a deux molécules d'acide pyruvique.

Expérimentalement, le sulfate d"hydroxytamine
4 ta dose de 10 mg pour 100 ml de milieu amé-
liore la survie mais présente cependant une
certaine foxicité. Cette derniére peut &tre réduite
si on neutralise I'acide sulfurique soit par de'la
soude, et dans ce cas on obiient un mélange de
sulfate de sodium et d'hydroxylamine, seit par
traitement au carbonate de baryum en excés et
filtration sous vide pour éliminer le gaz carboni-
que.

Les résultats sont comparables et dans les
2 cas, on peut quadrupler la dose d'hydraxyla-
mine. Mais la toxicité du composé formé avec
I'acide pyruvique, n'étant pas négligeable, ce
procédé n'offre que des possibilités limitées.

2) Sulfite et bisulfife de sodium :

Ces deux corps semblent se combiner & 'acide
pyruvique dans des proportions qui ne sont pas
définies.

Leur toxicité est neitement moins importante
que celle de I"hydroxylamine puisqu'on peut en
ajouter 100 mg pour 100 ml de milieu.

Leur action favorable sur la survie est suriout
due, 4 notre avis, a leurs propriétés réductrices
car des corps fels que la cystéine, la giutathion
réduit ou la réductone ont le m&me effet,
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Moyens biologtques :

L'éfude de ces moyens relahvement complexes,
n'a été qu'ébauchée.

De nombreux microorganismes sont capables
de proliférer dans un milieu synthétique, ne
confenant que de 'azote minéral et du pyruvaie
de sodium. Ils élaborent rupidement de I'alanine
et de I'acide glutamique. C'est le cas des germes
suvants .

Proteus wvulgaris, Pseudemonas aeruginosa,
Salmonella paratyphi B (Césaire-Boiron - Ker-
haro et Affisa (3)).

D'autres germes sont complétement autotro-
phes et peuvent faire la synthése de leurs acides
aminés & partir de l'azate atmosphérique et de
l'acide pyruvigue. C'est le cas de |'Azotobacter
présent dans le sol et que I"on 1sole facilement
sur terre moulée additionnée de pyruvate de
sodium.

Des essais de culture en symbiose avec 1. evansi
n'ont pas été concluants car I"Azotobacter n'a
pas une croissance trés rapide ef n'absorbe de
ce fait qu'une faible partie de I'acide pyruvique.

De plus, culhvé dans un milieu contenant du
glucose il utilise de préférence ce dernier et on
ne refire donc aucun bénéfice de I'association.

A notre avis, il y a des chances de succes en
utilisant un germe & croissance rapide tel que
Proteus vulgaris a partir duquel on pourrait

opérer une sélection sur milieu synthétique au
pyruvate. En extrayant des corps microbiens les
enzymes présidant au catabolisme de l'acide pyru-
vique et en les ajoutant au miliev av sang, on
compléterait en quelque sorte ['apparel enzyma-
tque de T. evans:,

CONCLUSION

U'accumulation  d'acide pyruvique dans le
milieu constitue un obstacle majeur a la culture
«in vitro» de 7. evansi. | est donc nécessaire
d'éliminer ce déchet de métabolisme et différents
moyens d'ordre physique, chimique et biologique

ont été expérimeantés.

Danrs {’état actuel de nas recherches, les maoyens
physiques nous semblent les plus efficaces et ont
le grand avaniage d’'étre dépourvus de toxicité,
Cependant, ils permettent également I’élimina-
hon de facteurs non identifiés indispensables & la
multiplication de T, evansi et on doit tenir compte
de ce fait dans les réalisations techmques.

Une détoxication chimique est assez délicate
& manier car en définitive on recule le probléme
en remplagant vne substance toxique par une
gutre qui |'est un peu moins.

En fin, les techniques biologiqués bien que
théoriquement pleines de promesses nécessitent
encore de longues recherches avant d'aboutir
au résultat désiré. '

SUMMARY

The elimination of pyruvic acid from ithe medivm in order to improve the culture
of Trypanosome evansi

Pyruvic acid is the principal waste product of the carbohydrate metabolism

of T. evanss,

The author has first studied the quunﬂ"ry and the rapidity of its formation and
then its toxicity for T, evansi and thinks that its accumulation in the medium cons-
tilutes @ major obstacie to the culture « In vitro ».

The present work 1s infended parficularly to study the different means physi-
cal, chemical and biological which may possibly eliminate pyruvic acid as soon

as is produced.

The physical methods tried are the following :

a) Diffusion in gelose, that is the utilisation of diphasic media.
b) Diffusion across a semipermeable membrane.

) Conltinuous washing on a filiering membrane.

¢} Utilisation of absorbant producis of coal.

These different technigues produce interesting results but one must bear in
mind the fact that growth factors could also be ¢liminated.

It iz passible to neuiralise pyruvic acid chemically by hydroxylamine sedium
sulphite, and sodium bisulphite but the substances formed dre themselves to

some extent foxic.

374



Retour au menu

Finaliy, from a biological aspect, it should be possible to complete the enzy-
mahic eyele of T. evansl and obtain a complele degradation of pyruvic acid.

2 tables.
9 references.

RESUMEN

Elimicacién del deido pirtvica en los medios de cultura para favorecer el
desarolle de Trypanosoma evansi

El acido pirdvico es el principal resto del metabolismo de los glucidos de
T. evansi.

Desde luege el autor estudid la importancia y la rapidez de su formacién,
después su toxicidad en cuanta al Trypanosema evansi y piensa que su acumula-~
¢idn en el medio constituye un obslGculo mayer por el cultivo « in vitro »,

El presente trabajo hene sobreiode por objeto el estudio de las diferentes
facultades fisicas, quimicas y bioldgicas, gue eliminaran el écido pirdvico a
medida de su formacién.

Los medios fisicos experimentados son los siguientes :

a) La difugitn en gelosa, es decir la utilizacién de los medios difasicos.

b) La difusion a traves una membrana semi permeable.

c) El lavade continuo en una membrana filirante.

d) La utilizacién de las cualidades absorbentes de los carbones.

Se puede obtener, con estas diferentes técnicas resultados interesantes, pero
es necesario fomar en consideraciébn que se pueden también eliminar los fac-
tares de crecimientfo.

Es posible neutralizar quimicamente el acide pirGvico con la hidréxilamina,
el sulfito y el bisulfito de sodio, pero los compuestos quimicos presentan una
toxicidad apreciable.

Al fin, biologicamente, se deberia poder completar el aparafo enzimatico
del Trypanosome evansi y obtener una degradacion compleia del acide pirivico

2 cuadros.
Bibliografia : 9 referencias.
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