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Elimination de l’acide pyruvique 
des milieux de culhre en vue de favoriser 

la survie de Trypanosoma evansi ~ 

BALIS (1.) 
(Laboratoire de Farcha. Fort-Lamy Tchad) 

RÉSUMÉ 

L’acide pyruvique est le principal déchet du m&+obol~sme glucidique de 

T. evonsi. 
L’auteur a d’abord étudie I’imporlonce et 10 ropidite de SO formation puis SO. 

toxicité pour Tryponosomo ewnsi et pense que son accumulation dons le milieu 
constitue un obs.+ocle majeur à la culture « In vitro ». 

Le présent travail a surtout pour objet I’etude de différenfr moyens d’ordres 

physique, chimique et biologique. destinés 0 éliminer l’acide pyruvique au fur 
et 0 mesure de sa formation. 

Les moyenr physiques exp&riment& sont les suivants : 

o) La diffusion en g&lose, c’est-à-dire I’utilisotion des milieux diphosiquer. 
b) Lo diffusion à troverr une membrane semi-perm6oble. 
c) Le lovoge con,,nu sur une membrane filtrante. 

d) L’utilisation des propriétés adsorbantes des charbons. 

Ces diN&entes techniques permetlent d’obtenir des rkulfatr infkessanfs 
mois il est nécessaire de tenir compte du [ONI que des facteurs de croinsonce 
peuvent également être éliminés. 

II es+ possible de neutraliser chimiquement I’ocide pyruvique par I’hydroxyla- 
mine. le suIrite et le birulfite de sodium. rnai~ les composés formés présentent 

une loxicilé non n&ligeoble. 
Enfin. biologiquement, on devrait pouvoir compléter I’apporenl enzymolique 

de Trypankma evansi et obtenir une dégradotlon complète de l’acide pyru- 

vique. 

2 lobleaux. 

Bibliographie : 9 références. 

Tryponosomo evons~. que l’on trouve dans le 

sang circulant d’un animal trypanosomé. y puise 

les éléments nécessaires à sa vie et à sa multipli- 

cation. Les conditions semblent particulièrement 

favorables chez le rat où nous wons parfois 

constaté la présence de plus d’un million de 

porosites par mmJ de sang. 

On pouvait ‘penser que sa culture «in vitro » 

serait simple mais pourtant elle n’a jamais été 

réalisée. On s’aperçolt. en effet que cette culture 

est sous la dépendance de multiples facteurs, 

le plus souvent méconnus, et très liés les uns 

aux outres. c’est-à-dire que la présence ou I’ab- 

sente de l’un d’eux suffit 0 rendre impossrble 

toute réussIte. 

Une des CCXJS~S d’échec est la formation de 
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déchets et spécialement ceux du catabolisme du 
glucose, que le flagellé a la posslbillté d’éliminer 
lorsqu’il se multiplie dans le sang circulant. 

KLIGLER, GEIGER et COMAROFF (5) parlent 
de l’acide lactique. CHRISTOPHERS et FULTON 
(4) notent une action nocive de I’acidification sur 
J. rhodesiense. KRIIGSMAN (6) pense que le 
principal déchet du métabolisme de J. evansi 
est l’acide pyrwque. C’est aussi l’avis de MAR- 
SHALL (7) qui le prouve et trouve par des mesu- 
res précises que chez T. evonsi, les 7/8e du glucose, 
utilisé sont transformés en acide pyruvique qui 
s’accumule dans le milieu. 

Le but de notre travail a été de rechercher en 
premier lieu quelles étaient l’importance et la 
rapidité de formation de l’acide pyruvique, puis, 
après avoir mis en évidence su toxicité pour 
J. evansi nous avons étudié et expérimenté diffé- 
rents moyens destinés à éliminer cet acide du 
milieu de culture. 

MATERIEL ET MÉTHODES 

La souche de J. evonsr a été prélevée en 1961 
sur un âne de Fort-Lamy. 

Les différentes expérimentations ont été effec- 
tuées soit en milieux liquides. soit en milieux 
diphaslques : 

- Milieux liquides : ils sont de 2 types. 

1) Milieu au sang de cheval dont la composi- 
tion est la suivante : 

sang de cheval ,..,,.,.,.... 10 ml 

liquoide « Roche » 1 ml 

eau distillee <, <. 90 ml 

Hémolyse pendant 1 heure à Io température 
du laboratoire. 

phosphate bipotossique .,. 1 g 

glucose <, 2g 

phosphate monopotassique : 
Q. 5. pour avoir pH 7.4. 

Filtration sur papier puis sur Seitz. 

2) Milieu synthétique de formule suivante : 

glucose i2 g 

phosphate bipotawque lg 
chlorure de sodium 0,2 g 
eau distillée : 100 ml 

Milieux diphasiques : ils sont réalisés en tubes 
0 essais avec comme phase liquide l’un des 
milieux précédemment décrits et comme phase 

/ solide de la gélose physiologique à 2 p, 100 dans 
laquelle est incorporée la substance détoxifiante. 

Les dosages d’acide pyruvique ont été effectués 
par la techniq,ue de CARON et RAQUET (2) 
modifiée par nous-mêmes (1). 

Toutes les expérimentations ont été réalisées 
dans une pièce climatisée maintenue automati- 
quement à la température de 250. 

l 1 iMPORTANCE ET RAPIDITÉ DE FORMATION 
DE L’ACIDE PYRUVIQUE 

Nous avons procédé de la façon suivante : 
100 ml de milieu au sang sont ensemencés avec 
lu sang de rat fortement parasité. Toutes les 
30 mn on prélève 6 ml du mélange afin de pratl- 

1: quer un dosage d’acide pyruvique et une numé- 
-ation des trypanos,omes. 

Le tableau no 1 montre que l’acide pyruvique 

l ’ :st nettement décelable dans le milieu dès la 

II remière deml-heure. Son taux croît presque 
inéairement en même temps que la quantlté de 

lagellés diminue. Il semble exister un rapport 
:ntre ces deux phénomènes et nous avons été 
amenés à étudier la Toxicité de l’acide pyruvique. 

phosphate monopotassique : 
Q. 5. pour avoir pH 7,4. 

Filtration sur Seitz. 

TOXICITÉ DE L’ACIDE PYRUVIQUE 
POUR T. EVANSI 

Cette expérimentatio’n 0 été faite sur milieux 
diphasiques avec comme phase solide de la 
3élose physiologique servant de support à l’acide 
>yruvique ou au pyruvate de Sodium. et comme 
,hase liquide, le milieu synthétique. 

Ce dernier est ensemencé en bloc, puis réparti 
hns les différentes séries de tubes à essais. En 
début d’expériences, novs avions 40.000 fl,agelIés 
x mm3. 

Le tableau no 2 nous donne les résultats relevés 
xprès 20 h d’incubation. 

L’aclde pyruvique est nettement plus toxique 
que son sel de sodium et une dose de 10 mg pour 
120 ml (phase liquide et phase solide) soit 0,08 mg 
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TABLEAU N” 1 

,cmmtité de 
‘Temps M pyrwe.te en 
minutea ms. Par cm3 

b---l- 

30 
0 
OP3 

60 0.06 
90 0.09 

120 0,11 
150 0,l.t 
180 0,16 
*,o 0,18 

par ml est très nocive. Or, 51 nous nous reportons 
a” tableau “0 1. nous constatons que ce taux est 
atteint avant 90 minutes. 

Dès la première heure, un milieu liquide peut 
donc, être considéré comme impropre à toute 
culturede J. evans~. mêmes’il contient lesfacteurs 
de croissance nécessaires. II est donc évident 
que si l’on veut avoir quelques chances de succès, 
II faut en premier Iw éliminer l’acide pyruvique 
du milieu. 

Nous avons étudié un certain nombre de pro- 
cédés (physiques, chimiques et blologlques) qui 
nous ont permis d’apporter un début ‘de solution 
à ce problème, 

Moyens physiques : 

I) Diffusion dans la gelose : 

C’est le procédk classiquement employé lors- 
qu’on cultive les trypanosomes en milieux dlpha- 
riques. La phase solide est toujours beaucoup 
plus volumineuse que la phase liquide et l’acide 
pyruvique formé diffuse dans la gélke. 

Une amélioration du rendementpeutêtreobte- 
nue en diminuant la température d”incubotion. 
En effet, entre25et 37OC l’intensitédu métabolisme 
de J. evarw obéit à la loi de VAfi? HOFF, c’est- 
à-dlre qu’elle est divisée par 2,5 quand la tem- 
pérature baisse de IOOC. Par contre, la vitesse de 
diffusion étant proportionnelle à la température 
absolue sera, pour le même intervalle, divisée 
par 1,03. Il est donc possible de diminuer foite- 
ment la production d’acide pyruvique tout eh nè 
changeant pratlquement rien à &élimination. 
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Les cultures de trypanosomes wthoaènes «in 1 3) Lavage continu : 
l 

2) Diffusion à frovers une membrane se~mi. 
perméable : 

Cette méthode doit en principe permettre 
I’éllminotion totale de l’acide pyruvique. Nous 
l’avons expérimentée à l’aide du dispositif sui- 
vant : 

Une membrane semi-perméable laisse p&ser 
les cristalloides et doit donc permettre une éli:mi- 
nation correcte de l’acide pyruvique. Afinide 
vérifier cette hypothèse, nous avons réalis k 
dlspositif suivant : 

Un sac de cellulose contenant 22 ml de mi[leL 
au sang (A) ensemencé avec J. evonsi esi suspkn. 
du dans une fiole d’ERLENMEYER et baignt 
dans 133 ml de milieu synthétique (B). 22 ml~de 
milieu au sang, ensemencé. sont gardés com!m~ 
témoin (C). 

Au début de l’expérience, nous ov~ons en’ A 
et C, 27.000 flagellés au mn?. Après 20 h d’inku- 
bation nous avons effectué une numération hes 
trypanosomes sur A et C. puis un dosage d’acide 
pyruvique sur A, B et C, nous avons noté Iles 
résultats suivants : 

Numération des trypanosomes : 

A : 9.200 

C : 15.600 

Dosage de l’acide pyruwque : 

A : 0.08 mg/ml soit au total 0.08 x 22 = 1,76 kg 

B : 0.03 mg/ml soit au total 0,03 x 133 4 kg 

C :0,30mg/mIsoitautotal0,30x22= 6,6mg. 

L’acide pyruvique a donc bien diffusé en~ B 
mois l’équilibre n’a pas été atteint puisque Rio 
quantité ou ml est supérieure en A. Par contre. 
en C I’aclde s’est accumulé et le taux en est beau- 
coup plus important. 

II est certain qu’un dIsposItif ayant un rapport 
masse/surface très petit doit permettre d’atteindre 
des résultats très corrects. 

Puisque le principal déchet se trouve en partie 
éliminé, nous devrions trouver le plus de trypa- 
nosomes en A et la quantité d’acide pyruvique 
contenue en A et B devrait être supérieure à celle 
trouvée en C. Or, c’est l’inverse que nous obser- 
vons. On est donc amené à penser qu’un facteur 
favorable a diffusé de A vers B et il est nécessaire 
d’en tenir compte dans tout système utilisant la 
dialyse comme moyen détoxifiant. 

1’ 
perfusion. Mais alors qu’au moment de I’ensemen- 
cernent on dénombrait 4.600 flagellés au mm3, 
on n’en retrouve 20 h après que 1.800 dans le 
témoin et mofns de 10 dans le filtre. II semble 

l donc y  avoir eu privation d’un ou de pluswrs 

1 ’ Facteurs nécessaires provenant de i. evonsi Iui- 
même. L’un d’eux est peut être analogue à l’exo- 
antigène signalé par WEITZ (8-9) chez 1. brucei. 

En résumé, la technique du lavagecontinu per- 
met une élimination, très correcte de l’acide 
?yruvfque et des autres déchets de métabolisme 
nais ne peut être envisagée qu’avec un milieu 
Iontenant tous les facteurs nécessaires y  compris 
:eux provenant de i. evonsi. 

l ( 
4) Utilisation des propriétés adsorbantes des 

:harbons : 

l 1 
Le charbon animal purifié possède un pouvoir 

Idsorbant beaucoup p’lus grand et, en dehors 

On verse quelques ml de milieu ou sang conte- 
nant des trypanosomes dans un petit filtre Seitz, 
puis on ferme so partie supérieure par un bou- 
chon. Ce dermer est traversé par un compte- 
gouttes auquel est adapté un tuyau souple ame- 
nant du milieu ou sang sous une faible pression 
(40àSOcmd’eau). Leliquidetombegoutteàgoutte 
dans le filtre, comprime l’air qui s’y trouve et 
une fois l’équilibre atteint, il passe’à travers le 
disque d’amiante autant de liquide qu’il en rentre 
à la partle supérieure. 

Les trypanosomes sont donc en suspension 
dans un milieu continuellement renouvelé. L’ex- 
périence montre que I’aclde pyruvique est bien 
éliminé ; il n’en reste pas dans le filtre et on 
n’en trouve que des traces dans le liquide de 

Le charbon de bols et le noir animal son+ 
:apobles à des degrés différents d’adsorber des 
gaz, des vapeurs et de nombreuses substances 
nlnérales ou organiques en solution. Ils se com- 
lortent comme une sorte d’éponge présentant 
me surface interne considérable et leur pouvoir 
lbsorbant est fonction de leur état de division. 

Le charbon végétal est loin d’être un carbone 
Iur. Outre quelques gaz, il contient 1 à 8 p. 100 
ie cendres à réaction alcaline. 
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du carbone à l’état très divisé, on ne trouve que en très faible Quantité wsau’un traitement au 
I des substances sans affinitk chimiques comme la 

silice. 

loir animal suiv de filtration ne modifie que 
3eu la survie. 

Nous avons constaté que surtout le noir animal 
purifié était capable d’adsorber de petites quan- 
tités d’acide pyruvique. 

L’influence des charbons sur la survie de 
J. evons, a été recherchée par la technique des 
milieux diphaslques ; le noir animal est inclus 
dans la gélose et la phase liquide est du milieu 
QU sang. 

Pour 20.000 flagellés au mm9 en début d’ex- 
périence nous avons trouvé après 20 heures 
d’incubation les résultats suivants : 

t&moln.. : 2.300 
noir animal : 5.600 
charbon végétal : 2.000 

i’influence favorable du now animal paraît 
wsez nette et comme cettesubstanceestchimique- 
ment inactive, seules ses propriétés physiques 
sont en muse. 

Ces résultats s’expliquent si on considèreque 
sont éliminés en prlorité les corps de faible poids 
moléculaire qui diffusent rapidement dans la 
gélose. Malheureusement. d’outres substances 
favorables subIssent le même sort et les résultats 
son+ différents si on mélange directement le 
charbon animal au milieu liquide. 

En effet, nous avons ensemencé avec la même 
quantité de J. evw~si 3 fioles d’ERLENMEYER : 
A - B - C. contenant : 

A : 50 ml de milleu au sang + 1 g de charbon 

l 1 Moyens chimiques : 

l 

animal 
B : 50 ml de milieu au sang traité par 1 g de 

charbon animal puis filtré sut- Seitz 
C : 50 ml de milieu au sang. 

Pour 10.000 trypanosomes au départ de I’ex- 
périence. nous avons retrouvé après 20 heures 
d’incubation : 

A : 4.900 
B : 6.100 
C : 6.700 

Le nombre le plus élevé correspond au témoin 
C et en A, il y  a eu adsorbtlon d’une parte de 
l’acide pyruvique mais également de facteurs 
nécessaires de gros poids moléculaire, provenant 
du flagellé ou du sang de rat. Ces facteurs se 
trouvent également dans le milieu QV sang. mais 

L’utilisation des charbons ne résoud donc pas 
correctement le problème, cependant une étude, 
?n fonction du pH, des propriétés odsorbantes 
d’autres substances peut à notre ~VIS, oboutlr 
1 des résultats intéressants. 

1) Hydroxylomme. 

Au cours de diverses expérimentotlons, nous 
avons constaté l’effet favorable de substances 
telles que la Colamine ou I’ammonidque à très 
faible dose (1 pour 10.000) et nous avons été 
amenés à effectuer des essais avec I’hydroxylo- 
mine. 

Des dosages systématiques de l’acide pyruvique 
nous ont permis d’observer qu’il &alt partielle- 
ment éliminé par I’hydroxylamine. 

Chimiquement. une molécule de sulfate se 
combine à deux molécules d’acide py?uvique. 

Expérimentalement, lesulfoted’h~droxylamine 
à la dose de 10 mg pour 100 ml de milieu amé- 
liore la survie mais présente cependant une 
certaine toxicité. Cette dernière peut être rédwte 
si on neutralise l’acide sulfurique soit +iar de ‘la 
soude, et dans’ce cas on obilent un’ mélange de 
sulfate de sodium et d’hydroxylamine, sol+ par 
traitement au carbonate de baryum en excès et 
filtration sous vide pour éliminer le gaz carboni- 
que. 

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

2) Solfi+e el bisulfife de sodium : 

Ces deux corps semblent se combiner à l’acide 
pyruvique dons des proportmns qui ne sont pas 
définies. 

Leur toxicité est nettement moins Importanie 
que celle de I’hydroxylamine puisqu’on peut en 
alouter 100 mg pour 100 ml de milieu. 

Leur action favorable sur la survie est surtout 
due, à notre avis. à leurs proprIé+.& réductrices 
car des corps tels que la cystéine, la glutathion 
réduit ou la réductone ont le même effet. 
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Moyens biologrques : opérer une sélectlon sur milieu synthétique au 

L’étude de ces moyens relavement complexes, pyruvate. En extrayant des corps microbiens les 
enzymes présidant au catabollsme de l’acide pyru- n’a été qu’ébauchée. 
vique et en les ajoutant au milieu au sang. on 
complèterait en quelquesorte l’apparat enzyma- 
tique de T. evons,. 

De nombreux mlcroorganisme5 sont capables 
de proliférer dans un milieu synthétique, ne 
contenant que de l’azote minéral et du pyruvate 
de sodium. Ils élaborent rapidement de I’alanine 
et de l’acide glutomique. C’est le cas des germes 
suIvont : 

Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, 
Salmonella paratyphi B (Césaire-Boit-on Ker- 
haro et Attisa (3)). 

D’autres germes sont complètement autotro- 
phes et peuvent faire la synthèse de leurs acides 
amlnés à partir de l’azote atmosphérique et de 
l’acide pyruvique. C’est le cas de I’Arotobacter 
présent dans le sol et que l’on isole facilement 
svr terre moulée additionnée de pyruvote de 
sodium. 

Des essais de culture en symbiose avec i. evansi 
n’ont pas été concluants car I’Arotobacter, n’a 
pas une croissance très roplde et n’absorbe de 
ce fait qu’une faible partie de l’acide pyruvique. 

De plus. cultivé dans un milieu contenant du 
glucose il utilise de préférence ce dernier et on 
ne retire donc aucun bénéfice de l’association. 

A notre avis, il y  o. des chances de succès en 
utilisant un germe à crassance rapide tel que 
Proteus vulgaris à partir duquel on pourrait 

CONCLUSION 

L’accumulation d’acide pyruvique dons le 
milieu constitue un obstacle majeur à la culture 
«in vitro » de 7. evons,. II est donc nécessaire 
d’éliminer cedéchet de métabolisme et différents 
moyens d’ordre physique, chimique et biologique 
ont été expérimentés. 

Dans l’étai actuel de nos recherches, Ier moyens 

physiques nous semblent les plus efficaces et ont 
le grand avantage d’être dépourvus de toxicité. 
Cependant, ils permetient également I’élimina- 
tlon de facteurs non Identifiés indispensable5 à la 
multiplication de T. evonsi et on doittenir compte 
de ce fat dans les réalisations techniques. 

Une détoxication chimique est assez délicate 
à manier car en définitwe on recule le problème 
en remplaçant une substance toxique par une 
autre qui l’est un peu moins. 

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

The eliminhm of pyruvic açid from the medium in order fo improve the culture 
of Trypanosome evonsi 

Pyruvic ocid is the principal worte product of the carbohydrote metabolism 

of T. BWnPI, 
The outhor bas first studied +he quontity an* the rapidity of its formotion ond 

then N+S toxicityfor T. ewns~ and thinkr thoi itsaccumulotion inthe mediumcans- 
iilutes a major obstocieto the culture « In vitro». 

The prerent work 15 intended porticulorly to siudy the different meons physi- 

col, chemicol and biologicol which moy possibly eliminate pyruvic ocid ~1s soon 
as is produced. 

The physical meihads tried are fhe following : 

o) Diffusion in gelore. thot is ihe Utilisation of diphosic medio. 

b) Diflusion across a semipermeoble membrane. 
c) Contimous washing on ofiller~ng membrane. 

d) Uiilirotion of obsorbont produ& of coul. 

The& different techniques produce Interesting rewlts buf ?ne must bear in 
mind ihe fact that growth factors cauld aIso be eliminated. 

It is pawbie to neutralise pyruuic acid chemically by hydraxylamine radium 

sulphite, and rodlum bisulphite but the substances formed dre ihemrelver 10 
mm exient toxic. 
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Finally. from a biologicol arpeci, il should be posrible to complete the enzy- 
maht cycle of T. evonsi and obtaln a complele degradation of pyruvic ocid. 

2 tabler. 

9 referencer. 

RESUMEN 

El ocida pirfivico er el principal resto del metobalismo de 10s glucides de 
T. WO”Si. 

Desde luego el outor eriudib 10 Importancia y 10 rapidez de su formaci6n. 
despu& su tonicidad en cuwk 01 Trypono~oma evonsi y pienra que su acum~lo- 
ciân en el media conrtituye un obrlkulo moyor par el cvltivo « in viiro ». 

El prerente Irobajo kne sobretodo par objeto el ertudio de 10s diferenfes 
facultader flricas. quimicos y biologicas, que eliminaran el bcido pirûvico o 
medido de w formoci6n. 

Los medior fisicor experimenlodas son 10s slguienter : 

o) La difusibn en gelosa. es decir la utilizacih de 10s medios difosicos. 
b) La difwbn o froves una membrono semi permeable. 
c) El lavado coniinuo en una membrane filVante. 
d) La utilizocibn de 10s cuolidoder abrorbenler de 10s carbones. 

!Se puede obtener. con estas diferenies técnicor resultados interesonter, pero 
es necesario tomor en conrideracibn que se pueden tombién eliminar 10s foc- 
tares de crecimiento. 

Es posible neufralizar quimicomente el acide piriruico con la hidrbuilamina. 
el sulfito y el blsulfito de sodio. pero 10s compuestor quimicar prerentan una 
loxicidad apreciable. 

Al fin. bialogicamente. se deberia poder completar el aporoto enzim&+ico 

del Tryponosomo ewnsi y obtener uno degradaclbn complelo del hcido pirhvico 

2 cuadros. 
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