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AVANT-PROPOS

Mon séjour au Laboratoire de Pathologie Cellulaire de 1'Institut
Pasteur de Lyon m'a permis de découvrir une dimension de la Biologie tres
différente de celle & laquelle me conduisait tout naturellement ma

formation universitaire non médicale.

Fort de cette expérien_ce, j'é.i cherché a aller au-dela de 1'étude
systématique de l'agent de la Bilharziose, d'autant plus que cette maladie
menace plus de 600 millions de personnes dans 74 pays dont le mien.

Voild pourquoi, dans ce travail, 'étude du schistosome sera suivie de
celle des lésions induites chez 1'héte, puis de l'effet d'un traitement anti-

parasitaire sur ces lésions.
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INTRODUCTION GENERALE




1. RAPPEL PARASITOLOGIQUE

Les parasites du genre Schistosoma sont des vers plats (Plathelminthes -
Trématodes Digénes), a sexes séparés, généralement connus comme para-
sites hétéroxenes dont le cycle biologique implique un mollusque d'eau
douce comme hdte intermédiaire et 'homme ou l'animal comme hote

définitif.

Les Viers adultes vivent dans les vaisseaux éanguins, en particulier ceux qui
irrigu‘ent les intestins, le foie et la vessie. Bien que ces vers produisent un
g’rand\ nombre d'oeufs dans ces vaisseaux (entre 300 et 3 000 oeufs par jour
selon Warren, 1984) ils ne se multiplient pas chez 'héte définitif (Warren,
1980). Une partie des oeufs passent dans les fécés ou les urines et permettent
la coAﬁnuaﬁon du cycle biologique.

En pr}ésence d'eau douce, ces oeufs éclosent et donnent naissance chacun a
une lfarve ciliée libre, le miracidium. Les miracidia ont besoin d'un hoéte
interrfnédiaire, mollusque gastéropode d'eau douce d'un genre déterminé
pour j‘l'achévement de leur cycle biologique.

\

L'évolution du miracidium dans le mollusque dure 25 a 40 jours et donne
naissance a des larves infestantes appelées cercaires. Les cercaires, actives
pendant 24 h environ apreés leur émission vont, au contact de la peau, péné-
trer a travers l'épiderme et se localiser dans les couches superficielles du
derme. Aprés une pause pendant laquelle elles s'adaptent aux nouvelles
conditions de vie dans 1'hote, elles se transforment en schistosomules et
gagnent par la circulation sanguine les poumons, puis les veines mésenté-

riques du systéme porte.

Arrivés A maturité apres quelques semaines, les vers adultes peuvent vivre

dans le courant sanguin pendant des années.
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2. LA BILHARZIOSE HUMAINE

La bilharziose est classée par I'Organisation Mondiale de la Santé comme
I'une des maladies tropicales les plus importantes sur les plans socio-éco-
nomique et de santé publique dans 74 pays et menace 600 millions de per-

sonnes du fait de leurs activités en relation étroite avec l'eau.
Quatre espéces ont été identifiées chez 1'homme :

- Schistosoma haematobium sévit en Afrique et au Moyen-Orient et occa-
sionne la bilharziose uro-génitale. Son héte intermédiaire est un mol-

lusque du genre Bulinus.

- Schistosoma mansoni se trouve notamment dans certains pays d'Afrique,
dans la péninsule arabique, dans les fles Caraibes, au Vénézuéla, en
Guyane et au Brésil. Ce parasite est responsable de la bilharziose hépato-
splénique. Son héte intermédiaire est le mollusque du genre: Biompha-

laria.

- Schistosoma japonicum dont I'hdte intermédiaire appartient au genre
Oncomelania est une variété orientale endémique en Chine, aux Philli-
pines, au Japon et dans les iles Célebes. Cette forme reproduit en plus

grave les manifestations de la bilharziose a S. mansoni.

- Schistosoma intercalatum dont 1'héte intermédiaire appartient au genre
Physopsis se rencontre en Afrique Centrale, et dans 1'Ouest africain ; dans
cette forme, les manifestations rectales sont au premier plan, les atteintes

génitales sont plus rares.

La bilharziose procéde en 3 phases chez I'homme et sa sévérité dépend de

l'intensité de la charge parasitaire.



La 1ére phase est celle de la pénétration des cercaires par la peau produisant
une irritation cutanée. Lorsque les parasites migrent vers le s;jzstéme vascu-
laire, deviennent mirs et produisent des oeufs, une maladie en résulte
connue sous le nom de fidvre de Katayama, du nom d'une région endé-
mique dans la province d'Hiroshima au Japon. Intervenant 3 a 9 semaines
aprés l'infection, cette phase aigué peut causer des complications avec diar-

rhées, hémorragies et hypertrophie du foie et de la rate (Jordan et al., 1969).

3. LA BILHARZIOSE EXPERIMENTALE

3.1. LES MODELES EXPERIMENTAUX

Les schxstosomes peuvent infester naturellement certaines espeéces ammales

C'est ainsi qu en Extréme-Orient, le chien, le chat, le cheval, le mouton,

peuvent heberger S. Japonicum et devenir ainsi des réservoirs de para51tes.}

Toutefois, pour S. Haematobium et S. mansoni, la spécificité est plus stricte
et le réservoir de parasites est essentiellement humain. Tous les carnivores
sont résistants a S. mansoni ; par contre, quelques ordres de mammiferes
sont, en Afrique et en Amérique du Sud, naturellement infestés par ce para-
site (Dias et al., 1978 ; Dias et al., 1980). Il en est ainsi de quelques primates et -
de certains rongeurs (Tribouley, 1969). Beaucoup de ces animaux ont

d'ailleurs été utilisés a des fins expérimentales.

Apres de nombreuses études faites sur la réceptivité de différentes espéces de
mammiféres, les rongeurs apparaissent les plus réceptifs, bien que certaines

especes soit tres résistantes.

Le rat blang, le cobaye et le lapin sont beaucoup plus résistants a l'infestation
que la souris et le hamster (Moore et al., 1949 ; Stirewalt et al., 1951 ; Warren

et al., 1967). Mais, alors que la plupart des souris parasitées survivent a



I'infestation, les hamsters ont un taux de mortalité trés élevé des la

6&me semaine de l'infestation.

Chez le rat blanc, la mortalité est a peu pres nulle et le pourcentage des cer-
caires qui se développent en adultes est faible. De plus, le nombre de para-
sites diminue au fur et 2 mesure que I'infestation progresse chez le rat
(Smithers et al., 1965).

Il apparait donc que la souris est un hote favorable pour le maintien au
laboratoire du cycle évolutif de S. mansoni ; il s'établit en effet un équilibre
hote-parasite permettant la survie de 1'h6te, sans qu'il y ait élimination du
parasite. Alors que chez le hamster cet équilibre est précaire, et ne peut étre
longtemps maintenu, 1'hdéte succombant a ses parasites, chez le rat, au
contraire, c'est I'hdte qui se débarrasse de ses parasites. Le rat peut d'ailleurs
constituer un hote de choix pour l'étude du mécanisme de l'immunité
naturelle entrainant la destfuction des schistosomules dans un premier

temps, puis la destruction des vers survivants.

La souris offrant 'avantage de permettre d'étudier I'évolution de l'infection
parasitaire pendant un temps assez long, nous avons choisi cet animal

comme modele pour notre expérimentation.

3.2. LA BILHARZIOSE EXPERIMENTALE A S. MANSONI CHEZ LA SOURIS

La premiere deséription détaillée des réactions tissulaires déclenchées au
niveau du foie et de la rate de la souris a été faité par Brumpt et Chevalier
(1931). Ces auteurs signalent notamment I'hypertrophie du foie, son aspect
bosselé et sa couleur brun foncé ; la réaction majeure étant celle qui se déve-
loppe autour des oeufs du parasite disséminés dans le parenchyme hépa-
tique et constituant le "nodule bilharzien", encore appelé "granulome bil-

harzien".



Historiquement, le granulome associe :

a) Une réaction cellulaire a polynucléaires et histiocytes au contact de

1'oeuf.

b) Une réaction fibreuse en périphérie avec fibroblastes et Adépc‘)t de fibres de

collagene.

Ces mémes auteurs constatent également que le reste du foie est peu modi-

fié. Un pigment noir existe en grande quantité dans les macrophages des |
granulomes et dans les cellules de Kiipffer disséminées dans le parenchyme
hépatique. Ce pigment résulte de la transformation de I'hémoglobine du
sang dans le systeme digestif du parasite qui I'élimine dans le courant san-
guin de l'h6te. Au niveau des veines portes, les réactions sont minimes,

malgré la présence de vers adultes.

4. OBJECTIFS
Dans la bilharziose hépatosplénique (ou intestinale) la pathologie hépatique
est liée a l'action synergétique de l'agent pathogene, le ver adulte, de I'oeuf
et des nombreuses substances toxiques ou antigéniques qu'il libére dans la

circulation hépatomésentérique (Warren, 1978).

L'objectif recherché dans ce travail est double.

4.1. L'ETUDE DESCRIPTIVE DE L'AGENT PATHOGENE

au moyen de la microscopie électronique (transmission et bala}jrage) consti-
tue une nouvelle approche des éléments taxonomiques de l'espece Schisto-

soma mansoni.



Ce parasite est le premier Trématode digene a avoir fait I'objet d'une étude
ultrastructurale (Gonnert, 1955). La possibilité du maintien du cycle, donc de
la souche, en laboratoire, son importance sur le plan médical et les progres
de la microscopie électronique sont autant de facteurs qui justifient l'intérét

particulier réservé a ce ver par comparaison aux autres digénes.

Parmi les nombreux travaux sur le sujet, nous retiendrons ceux de Morris et
al. (1967, 1968), Smith et al. (1969), Silk et al. (1969), Hockley (1972, 1973) qui
ont principalement porté sur l'ultrastructure du tégument (ou cuticule) et
~ceux de Spence et al. (1970, 1971) concernant l'ultrastructure des appareils
digestif et reproducteur du ver adulte.

La microscopie électronique a balayage a été largement utilisée depuis les
travaux de Hockley (1968) afin de préciser la morphologie externe de Schis-
tosoma mansoni et de ses stades larvaires (Silk et al., 1970 ; Race et al., 1971 ;
Miegeville et al., 1978, 1979). | |

4.2, L'ETUDE HISTOPATHOLOGIQUE DES LESIONS

expérimentalement induites chez la souris est notre deuxiéme objectif.
L'utilisation de divers moyens d'approche sur un modele expérimental tel
que la souris permettra d'étudier le mécanisme de l'histogénese des lésions
hépatiques au cours de l'évolution de la maladie. Il est actuellement bien

- établi que la pathologie hépatique de la bilharziose passe par deux phases :

- - Une infiltration cellulaire inflammatoire ou hépatite granulomateuse. Ce

. granulome est sous la dépendance de deux facteurs :

a) une réaction a corps étranger de caractére non spécifique,




b) une réaction spécifique de nature immuno-allergique, liée a l'activité
sécrétoire du miracidium (Von Lichtenbers, 1962 ; Andrade, 1965 ;
Warren et al., 1967 ; Warren, 1972 et 1978 ; Boros, 1976 ; Grimaud et al.,
1977a). )

- Une fibrose secondaire caractérisant 1'évolution chroniqué de la maladie
" (Andrade et al., 1964, 1971 ; Warren, 1966 et 1972 ; Grimaud et al., 1977a).

Cette fibrose périportale qui apparait au cours de la phase chfonique est la
forme la plus fréquente de fibrose hépatique observée chez I'homme
(Warren, 1973). Elle est le résultat d'un processus réparateur consécutif a la
rupture de I'équilibre entre synthese et dégradation du collagéne (Rodjkind
et Dunn, 1979). Cette lésion a pu étre reproduite expérimentalement chez la
souris (Andrade et al., 1964). Toutefois, son histogéneése est encore mal défi-
nie. Tandis que certains auteurs rendent directement responsable la réaction
granulomateuse périovulaire (Aidaros et al., 1961), d'autres a-titeurs relient
cette fibrose a la réaction inflammatoire périportale initiale
(Von Lichtenberg, 1955, Grimaud et al., 1977a) qui débute avec la colonisa-
tion du systéme porte par les schistosomules. De récentes études ont montré
in vitro que les macrophages et les lymphocytes des granulomes périovu-
laires sécretent un facteur stimulant l'activation et la prolifération des fibro-
blastes (Wyler et al., 1987). D'autre part, les myofibroblastes (Gabbiani et al., -
1971), cellules intermédiaires entre les fibroblastes et les cellules musculaires
lisses ont été impliquées dans le processus de fibrogénese hépatique
(Grimaud et al., 1977b ; Lieber, 1983). Les myofibroblastes ont été mis en évi-
dence dans la bilharziose hépatosplénique chez I'homme (Grimaud et al.,
1977b). De méme, une lignée de cellules présentant les caracteres morpholo-
giques des myofibroblastes, mise en évidence dans les fibroses hépatiques
humainies (Voss et al., 1982) a été obtenue apres trois mois de ciultt_lre de gra-
nulomes isolés de foies de souris infestées par Schistosoma mansoni

(Borojevic et al., 1985).



Par l'infection expérimentale unisexuée chez la souris, nous avons tenté de
distinguer les effets pathologiques liés au ver adulte et aux substances qu'il
libere dans la circulation hépato-mésentérique de ceux liés aux oeufs et aux
antigénes ovulaires (Baki et al., 1985).

L'effet d'un traitement antiparasitaire déja réalisé dans les infections
bisexuées chez la souris (Andrade et al., 1986) sur la stabilité de la fibrose sera
étudié. Il nous pérmettra de déterminer si la disparition de l'agent patho-
gene est a l'origine d'un remodelage de la matrice conjonctive portale ou
sans effet & ce niveau, démontrant ainsi le caractere auto-entretenu des

lésions fibreuses induites.

La premiere partie du travail présente un intérét théorique immédiat dans
la systématique des Trématodes digenes et de Schistosoma mansoni en par-
ticulier puisqu'elle contribuera a en préciser les caracteres taxonomiques au

plan ultrastructural.

La seconde partie, consacrée a I'étude histopathologique des lésions hépa-

tiques pourra avoir un double intérét:

- Sur le plan pratique d'une part, s'il est démontré que le traitement spéci-
fique antiparasitaire est a l'origine d'une diminution des lésions hépa-
tiques. Certains cliniciens rejettent en effet un tel traitement chez
I'homme, considérant qu'une éventuelle libération d'antigenes parasi-

taires pourrait intensifier les lésions.

- Sur le plan théorique d'autre part, car elle permettra d‘e préciser la nature

et 'importance des réactions tissulaires déclenchées par le ver adulte de
S. mansoni aﬁ niveau du foie, en l'absence de toute pathologie due a
'oeuf. Elle permettra aussi d'identifier les populations cellulaires impli-

quées dans la synthese du collagene.




MATERIELS
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1. CYCLE EXPERIMENTAL DE SCHISTOSOMA MANSONI

Le cycle parasitaire est maintenu en laboratoire avec une souche porto-
ricaine de Schistosoma mansoni, entretenue avec un mollusque, Biompha-
laria glabrata (Planorbidés, Biomphalariinés). Ce mollusque posséde une
coquille discoide dont le diametre peut atteindre 25 mm. Le moliusque uti-
lisé est de méme origine géographique. Il a été observé en effet que la diver-
sité d'origine pouvait entrainer une incompatibilité entre souches géogra-
phiques différentes de planorbes et de schistosomes se traduisant par une
baisse plus ou moins importante de la réceptivité du mollusque (Newton,
1952 ; Buttner, 1956 ; Barbosa et al., 1960).

1.1. INFESTATION DU MOLLUSQUE

Les oeufs du schistosome sont isolés 2 partir de hamsters infestés 42 jours
auparavant par un millier de cercaires. L'intestin gréle du hamster conservé
dans l'eau physiologique pendant 24 h a 4 °C est ensuite coupé en fragments
de 1 cm de long. Chaque fragment est ouvert sur toute sa longueur; puis
étalé dans une boite de Pétri. La muqueuse intestinale est éliminée par grat-

tage superficiel.

Apres ringage a l'eau, on gratte de nouveau plus profondément a l'aide
d'une lame porte-objet sous une loupe binoculaire. La suspension obtenue
est ensuite mélangée a l'eau d'aquarium préalablement filtrée ; le tout est
versé a travers un morceau de toile a bluter dans une seconde boite de Pétri

qﬁe l'on plate 4 27 °C 2 la lumiere artificielle.
Les Miracidia éclos au bout de 10 a 15 mn sont recueillis & la pipette Pasteur

sous la loupe et mis en présence des mollusques dans de petits béchers, a

raison de 8 a 10 miracidia par mollusque pour les infestations bisexuées et

-11-



d'un seul miracidium par mollusque pour les infestations unisexuées
(Rowntree et al., 1977). Pour les infestations unisexuées, il a été jugé prudent
d'utiliser une pipette par miracidium afin d'éviter d'introduire dans le
bécher contenant le mollusque d'autres miracidia restés éventuellement
collés a la pipette. La pénétration des miracidia est contrdlée a la loupe au
bout d'une heure environ. Il a été démontré que le facteur therniique
(Dewitt, 1955), I'age des mollusques et 'dge des miracidia (Maldonado et al,,
1948 ; Purnéll, 1966) jouent un rdle important dans la réceptivit.é du mol-
lusque au miracidium. C'est pourquoi nous avons choisi des mollusques
jeunes de 3 a 4 semaines et utilisé des miracidia au maximum 30 mn apres
leur éclosion. Les mollusques infestés sont ensuite conservés en aquarium a
27 °C en lumiere artificielle; ils regoivent 12 h d'éclairement pour 12 h

d'obscurité.

12 INFESTATION DE LA SOURIS

Des la 3éme semaine d'infestation, certains mollusques commencent a libé-

rer des cercaires, mais la plupart n'émettent qu'apreés 28 jours d'infestation.

Il a été démontré que lI'émergence des cercaires était influencée par
l'illumination du milieu (Glaudel et al., 1973). Cette particularité a été mise
a profit en plagant les aquariums dés la 32me semaine a l'obscurité totale

afin d'éviter I'émission des cercaires.

Au moment choisi pour l'infestation des souris, chaque mollusque est isolé
dans un bécher propre contenant quelques millilitres d'eau d'aquarium fil-
trée et préalablement controlée (absence de cercaires). Les béchers sont
maintenus a 27 °C a la lumiere artificielle pendant quelques heures. Sous
I'effet de la lumiére, les cercaires émergent produisant une légeére suspen-
sion dans le bécher. Aprés avoir homogénéisé cette suspensidn par agitation,
on en préleve 1 ml que I'on répartit dans une plaque a godets. Une goutte de

lugol permet de tuer les cercaires et les colore en jaune, ce qui facilite leur
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numération. Le total des cercaires contenues dans les godets de la plaque
représentera donc le nombre de cercaires présentes par millilitre de suspen-

sion dans le bécher.

Dans l'infestation unisexuée, chaque lot de souris Swiss-A_ltJEno SWR a été
parasité par les cercaires provenant d'un méme mollusque, a raison de

300 cercaires par souris.

Pour l'infestation bisexuée, nous avons utilisé une suspension de cercaires
provenant d'une dizaine de mollusques ayant re¢u auparavant 8 a

10 miracidia.

Les infestations de souris ont été pratiquées par injection sous-cutanée d'une
| petite quantité de suspension contenant 300 cercaires (généralement 0,5 ml)
de préférence a l'infestation par immersion de la queue dans un tube a essai
contenant les cercaires qui est plus longue (environ 2 h) et moins fiable. Des
essais préalables nous ont montré en effet, que les résultats sont meilleurs

avec l'injection sous-cutanée.
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Les tableaux ci-dessous donnent le détail des mollusques et souris utilisés

pour l'expérimentation.

Mollusques Nombre ont émis des cercaires
| ([ 32(N>3000)
Infestés par 1 miracidium 789 302 { 94(N <2000)
( 176 morts
Infestés par 8 & 10 miracidia 271 149 + 43 morts
TOTAL 1060 N : cercaires par émission
Mollusques émettant ont permis ' sdit
des cercaires d'infester au total
08 8 lots de 19 souris 152 souris
05 5 lots de 20 souris 100 souris
19 19 lots de 10 souris 190 souris
32 mollusques 32 lots de souris 432 souris
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‘Souris Swiss-Albino SWR pesant 18 & 20 g au moment de l'infestation.

Infestation { Nombre Mortes
|
|
Unisexuée 432 17
Bisexuée 33 4
Témoins
(non infestées) 30
TOTAL 495

1.3. RECOLTE DES VERS ADULTES

Les vers adultes sont recueillis par perfusion sur des souris ayant subi une
infestation bisexuée (méthode de Duvall et Dewitt 1967 modifiée). Le liquide
‘de perfusion se compose de:

- Chlorure de sodium (Na Cl) ......ccoeeeerrenee 858

- Citrate de sodium (C6H5Na3075, 5H20)...75 g

- Eau distillée.......cocuvrrurrevinccnciiciiniincnennene q.s.p 1 litre

La souris a perfuser est tuée par élongation. La peau est incisée au niveau de

I'abdomen, puis retournée par étirement. Aprés avoir été complétement

dégagé, 'abdomen est ouvert a l'aide de ciseaux a bout pointu. Une partie de
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la cage thoracique ainsi que le diaphragme sont coupés. Les visceres et les
cavités thoracique et abdominale sont lavés a l'eau distillée dans un réci-
pient de verre ; cette eau est controlée a la loupe en vue de déceler la pré-

sence éventuelle de vers.

La souris est ensuite maintenue sur le bord d'un verre a pied par des bandes
adhésives fixées au niveau de la téte et des pattes postérieures, les visceres

étant orientés vers le fond du verre.

Le liquide de perfusion est prélevé a l'aide d'une grosse seringue. L'aiguille

a perfusion est introduite dans l'aorte thoracique.

Apres avoir coupé la veine porte ( 2 1 cm environ du hile), on injecte len-

“tement le liquide de perfusion. En général 30 ml suffisent pour recueillir

tous les vers.

2. TRAITEMENT DES SOURIS PAR LE PRAZIQUANTEL

Le Praziquantel (Biltricide, Bayer) a été choisi du fait que c'est un schistoso-
micide qui présente le double avantage d'étre efficace en prise unique et de

ne pas créer de résistance chez le parasite (Archef, 1985).

Les 32 lots de souris ont été séparés les uns des autres dans des cages appro-
priées. Chaque lot a été réparti en 6 groupes identifiés par des marques exté-
rieures faciles a repérer. Un groupe a ét¢ utilisé comme témoin et n'a pas été
- traité. Les cinq autres groupes différent par la période a laquelle le traitement

a lieu (apres 15, 20, 25, 30 ou 35 semaines d'infestation).
Le Praziquantel a été administré par voie buccale en une seule journée a rai-

son de 3 prises espacées de 4 heures. La dose administrée a été de 25 mg par

souris dilués dans l'eau (soit 800 mg de produit par kg de poids).
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TECHNIQUES
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Les souris sont tuées par élongation. Elles sont ensuite disséquées et le foie

est prélevé. Chaque lobe hépatique est coupé en trois (3) parties :

- une partie est congelée en 1'état pour la technique d'immunofluorescence

indirecte,
- une partie est destinée a la fixation au Bovin,

- une partie est destinée a l'observation en microscopie électronique.

1. TECHNIQUE D'IMMUNO-FLUORESCENCE INDIRECTE

Tous les immunsérums sont préparés a l'Institut Pasteur de Lyon (par
1'UA602 CNRS-Laboratoire de Pathologie Cellulaire et Centre de Radio ana-
lyse). ' |

Les anticorps anticollagéne 1 et anticollageéne 3 de souris, antiprocollagéne 3

bovin sont préparés chez le lapin et sont des anticorps polyclonaux.

L'anticorps antidesmine de poulet est préparé chez la souris, il est monoclo-

nal.

Les anticorps sont purifiés par chromatographie d'affinité et les réactions

croisées sont controlées par Elisa (Grimaud et al., 1986).

1.1. PRELEVEMENT CONGELE

Le foie est initialement congelé dans 1Tsopentane refroidi dans l'azote li-

quide.
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L'immunomarquage est réalisé sur coupes a congélation de 5um
d'épaisseur par la technique d'immunofluorescence indirecte. Les mar-
- queurs sont des immunoglobulines (anti IgG de lapin et anti IgG de souris)
conjuguées a 1'Isothiocyanate de fluoresceine (Institut Pasteur Production -

Code 74561 et 74641).

1.2 COUPES SEMI-FINES
L'immunomarquage a pu étre réalisé sur coupes semi-fines (1 um) de maté-
riel inclu dans 1'Epon. Les coupes sont désosmiées par I'Acide périodique a

1 % (10 mn) et déplastiquées par passage dans un bain de 5 mn dans une so-
lution de 14 mg KOH dans 70 ml de méthanol et 35 ml d'oxyde de Propy-

léne.

1.3 LECTURE

Les résultats sont lus sur un microscope a épifluorescence Leitz Dialux

équipé d'une lampe HBO 200 alimentée en courant continu.

Pour les réactions de contrdle, seules les immunoglobulines conjuguées
sont appliquées sur les coupes.

2. PREPARATION A LA MICROSCOPIE OPTIQUE

Les prélevements destinés a la microscopie optique sont fixés au bouin

aqueux.

Apres inclusion dans la paraffine, ils sont débités en coupes de 4 um. Les co-

lorations suivantes sont pratiquées :
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- Coloration trichromique de Masson et HPS (Hemalun - Phloxine - Safran)

pour I'étude topographique.

- Imprégnation argentique selon la méthode de Gordon et Sweet pour la ré-

ticuline.
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3. PREPARATION A LA MICROSCOPIE ELECTRONIQUE

3.1. MICROSCOPIE A BALAYAGE (VERS ADULTES ET CERCAIRES)
!

4) Fixation

Nous avons utilisé la double fixation qui fait intervenir :

- Une premire fixation au glutaraldehyde a 4 % tamponé au cacodylate
0,2M a pH 7,4 et 4 4 °C pendant 2 heures. Le temps de fixation a été aug-
menté jusqu'a 4 h sans modification apparente des résultats.

+ Un ringage dans le tampon cacodylate 0,2 M allant de 4 a4 12 heures.

. Une postfixation d'une heure dans un mélange osmié constitué de
Tetroxyde d'osmium (0s 04) & 2 %) dans djxu tampon cacodylate 0,3 M ajusté
apH7A4.

|
"b) Déshydratation

‘Nous avons utilisé 1'acétone en concentratijons de plus en plus élevées (30,
50, 70, 90 et 100 %) comme agent de déshydratation.

¢) Métallisation et observation

Les spécimens secs ont été couverts d'unje fine pellicule de carbone puis

d'une couche d'or (Sputtering ISI). |

Ils sont ensuite examinés au MEB Geol. 12050 CX a des voltages variant de 15
a 20 k Volts. j
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3.2. MICROSCOPIE ELECTRONIQUE A TRANSMISSION
a) Fixation

Nous avons utilisé la simple fixation dans le mélange osmié constitué de
Tetroxyde d'osmium (Os 04 a 2 %) dans du tampon cacodylate 0,3 M ajusté a
pH7424°C. |

b) Déshydradtion

Apres rincage a l'eau distillée, les échantillons sont déshydratés par
I'éthanol en concentrations croissantes (30°, 50°, 70°, 90° et trois bains
d'éthanol absolu 100°). Pour les cercaires, les différents bains sont changés a
la seringue aprés centrifugation lente.

¢) Inclusion

Les échantillons sont ensuite inclus dans la résine Epoxy (Epon) (Luft, 1961).
Nous ‘avons utilisé la méthode "lente" qui consiste en trois bains de
12 heures dans la résine pure et d'un bain d'une heure dans le mélange
résine pure -accélérateur (DMP 30) précédant l'inclusion définitive.
L'inclusion définitive est faite dans des gélules pour les fragments de foie et
les cercaires et dans des moules a plat pour les vers adultes. La polymérisa-
tion se réalise a 60° pendant 3 jours. |

d) Ultramicrotomie

Les coupes sont réalisées sur ultramicrotome LKB U 3.



Des coupes semi-fines de 1 um d'épaisseur sont faites pour I'étude préalable
en microscopie optique. Elles sont colorées au bleu de Méthyléne -Azur 2
selon la méthode de Richardson et al., 1960.

Les coupes ultra-fines de 500 A sont recueillies sur grilles et contrastées
30 mn par 1'Acétate d'Uranyle (a saturation dans l'alcool éthylique a 50°) a
l'obscurité et colorées 10 & 12 mn par le citrate de plomb apres ringage soi-
gneux dans l'alcool éthylique 50° filtré (Reynolds, 1963).

Les observations sont faites au MET Philips EM 300 a 60 et 80 kV.

3.3. IMMUNOMARQUAGE A L'OR COLLOIDAL (TABLEAU CI-APRES)

Cette technique est réalisée sur coupes ultra-fines. Les coupes sont d'abord
désosmiées par l'acide périodique 1% (10 mn) puis "déplastiquées”
(élimination de 1'Epon par passage dans une solution de 14 g KOH dans
70 ml d'alcool méthylique et 35 ml d'oxyde de propyléne). Elles sont ensuite
réhydratées par passages successifs dans le méthanol a degrés décroissants
puis dans deux bains d'eau distillée et enfin dans du tampon phosphate
(Phosphate Buffer Saline PBS). Apres blocage des sites non spécifiques, les
anticorps spécifiques sont appliqués. La "coloration" par la protéine A cou-
plée a l'or colloidal (10 nm) est réalisée avant le contraste a 1'Acétate

d'Uranyle (5 mn) citrate de plomb (2 mn).
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Technique d'immunomarquage

Coupes ultra-fines
(500 A)

Coupes semi-fines
1w

Elimination de
I'osmium

10 mn dans l'acide périodique 1 %

Ringage

1 heure dans l'eau distillée

Elimination de

10 secondes dans une

5 mn dans la méme

I'Epon solution de 14g KOH solution
70 ml méthanol et 35 ml
oxyde de propyléne
Ringage méthanol
Réhydratation Eau distillée et PBS
Perméabilisation Hyaluronidase 0,2 %
de la matrice dans tampon Veronal
conjonctive 30 mn 37 °C
Blocage des sites 30 mn dans ovalbumine| 30 mn dans
non spécifiques 1 % PBS ovalbumine
1%
véronal

Incubation avec

Antiséra spécifiques

Antiséra spécifiques

anticorps dilués dans PBS dilués dans véronal

Coloration 30 mn dans protéine A |30 mn dans IgG marquée
couplée a l'or colloidal |a l'isothiocyanate de
(10 nm) fluoresceine

Contraste 5 mn acétate d"uranyle

2 mn citrate de plomb -

N.B.:

Pour les témoins l'incubation est réalisée avec du sérum de lapin

non immunisé dilué au 1/40éme dans le tampon a la place des anti-
corps anticollagéne.
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PREMIERE PARTIE

ETUDE ULTRA-STRUCTURALE DU VER ADULTE ET DELA CERCAIRI

DE SCHISTOSOMA MANSONI
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PREAMBULE

La premiére partie de notre travail est consacrée a I'étude ultra-structurale
du ver adulte et de la cercaire qui représentent, dans le cycle parasitaire de

Schistosoma mansoni, deux phases en relation étroite avec I'homme.

La premiere phase correspond 2 l'infestation par la cercaire (initiatrice du
cycle) et la seconde est liée A la présence des vers adultes dans le systeme
hépatomésentérique de I'hote définitif. Le ver adulte est en effet I'agent pa-
thogéne principal par I'action des substances antigéniques et toxiques qu'il

libere dans la circulation hépato-mésentérique et des oeufs qu'il y dépose.

Les schistosomes constituent un genre inhabituel et assez particulier dans la

classe des Trématodes Digénes par leur morphologie et leur biologie.

Si la plupart des Digénes de 'homme et des mammiféres sont des vers plats
ou sub-cylindriques, les schistosomes se caractérisent par leur minceur et
leur forme nématoide particulierement adaptée a leur localisation vascu-
laire ainsi que par leurs oeufs fusiformes pourvus d'un éperon permettant
de perforer la paroi vasculaire ou celle du viscére irrigué par le vaisseau pa-

rasité.

Exception faite des Digénes du genre Paragonimus, parasites électifs de
I'appareil respiratoire et des localisations erratiques de certains autres
Digénes dans le conjonctif sous-cutané ou dans les centres nerveux (cas de
Fasciola hepatica), les Trématodes Digenes sont en général des parasites de
l'apparéil digestif. Les schistosomes sont, quant A eux, tous parasites de

I'appareil circulatoire.
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D'autre part, alors que les Digénes sont en général hermaphrodites, les
schistosomes se distinguent par leur gonochorie, caractere tres exceptionnel

chez les Trématodes.
Ajoutons enfin que leur cyéle évolutif ne comporte pas de stade métacer-

caire, les furcocerques pénétrant activement chez I'hote définitif par voie

per-cutanée.
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LE VER ADULTE DE SCHISTOSOMA MANSONI
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1. MORPHOLOGIE EXTERNE (PLANCHE 1)

Avec 7 & 12mm de longueur et moins de 1,5 mm d'épaisseur pour les vers
males, et 10 & 17 mm de longueur et 0,6 a 0,8 mm d'épaisseur pour les

femelles, les schistosomes sont considérés comme des vers de petite taille.

Le tégument est recouvert d'épines qui sont portées, chez le male, par des
protubérances tégumentaires d'apparence verruqueuse (tubercules). Ces
protubérances sont trés abondantes sur la face dorsale du ver male. La pré-
sence des tubercules et la disposition de la spinulation sont deux aspects du
dimorphisme sexuel connus depuis fort longtemps (Gonnert, 1949). 11 a fallu
toutefois attendre les années 1970 pour que les études en microscopie élec-
tronique a balayage fournissent des illustrations intéressantes de la morpho-
- logie externe du schistosome adulte (Hockley, 1970 ; Silk et al., 1970 ; Race et
al., 1971).

A linstar de la plupart des Digenes, les schistosomes sont pourvus d'une
ventouse buccale et d'une ventouse ventrale ou acetabulum trés rappro-
chées I'une de l'autre. Au niveau de l'acetabulum, l'intestin se bifurque en
deux caecums qui se fejoigneht aux deux tiers du corps pour n'en former

qu'un seul dans la partie postérieure du ver.

Chez les spécimens que nous avons étudiés, les surfaces internes des ven-

touses buccales des deux sexes sont couvertes de nombreuses épines.

La surface interne de l'acetabulum (plus large et plus‘proéminenf chez le
male) est couverte d'épines et de papilles (ou récepteurs)_sensorielies. On
‘observe a la périphérie, un bourrelet dépour\}u d'épines mais garni de
nombreuses papilles sensorielles. La face externe des ventouses buccale et

ventrale montre de rares épines situées a la périphérie.
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Les gonopores des deux sexes sont situés sur la face ventrale, postérieure-

ment & l'acetabulum, et trés prés de ce dernier.

La face dorsale du ver male comporte des tubercules sur toute la partie pos-
térieure a la ventouse ventrale.
Chaque tubercule est couvert de nombreuses épines orientées vers l'apex qui
semble glabre. Le nombre de tubercules diminue progressivement vers les
bords latéraux de la surface dorsale. Dans ces zones, ainsi qu'entre les tuber-
cules, on observe de nombreuses rides délimitant des dépressions pourvues
de micropores. Quelques épines isolées et des récepteurs sensoriels sont

visibles entre les rides.

Chez le ver male, les bords latéraux se rapprochent l'un de l'autre en se
repliant sur la face ventrale pour former le canal gynécophore, gouttiere qui
s'étend de l'acetabulum a l'extrémité Iﬁostérieure du ver. Ces bords latéraux
comportent de grandes épines qui s'entrecroisent probablement pour main-
tenir la femelle dans le canal. La surface du canal gjrnécophore est couverte

d'épines de petite taille dont la disposition est irréguliere.

La surface du ver femelle est similaire a celle du male, mais elle est moins

verruqueuse et comporte moins d'épines.

Un pore excréteur est situé dans l'extrémité postérieure du ver. Le tégument
s'invagine a cet endroit et I'environnement immédiat est dépourvu d'épine
ou de récepteur sensoriel. La surface qui entoure le pore excréteur est, de ce

fait, relativement lisse.
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2. MORPHOLOGIE INTERNE

2.1. TEGUMENT ET STRUCTURES ASSOCIEES
2.1.1. Le tégument (Planche 2)

a) Le syncytium tégumentaire

L'irrégularité de la surface externe rend difficile la mesure exacte de

l'épaisseur du tégument.

Sur les spécimens adultes observés, 1'épaisseur du tégument peut atteindre
4,5 nm, mais elle est plus réduite sur les ventouses, sur la face ventrale et
sur les tubercules du male (elle varie dans ces zones de 1,8 nm a 3 nm envi-

ron).

Les micropores observés en microscopie électronique a balayage a la surface
du tégument, montrent en section des canaux profonds et tortueux, pouvant
se ramifier ou s'anastomoser. Ces canaux sont présents sur toute la surface
du ver, mais sont moins développés dans les Szones moins épaisses du

tégument.

L'étude ultra-structurale révele que le tégument est de nature syncytiale et

montre, de l'extérieur vers l'intérieur :

- La membrane tégumentaife externe limitant la surface tégumentaire. Elle

posséde une structure heptalaminée et une épafssem de 16 mm environ.

- La matrice tégumentaire ou cytoplasme du tégument. Cette matrice est
constituée d'une substance fondamentale contenant un matériel finement
granuleux, dense aux électrons. Cette couche dense, limitée par la mem-

brane externe, mesure environ 50 nm d'épaisSeur, mais elle est moins
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importante sous les sillons de la surface du corps. Le matériel granuleux
est plus abondant dans la partie externe du tégument que dans la zone
basale. Cette particularité rend la partie externe du syncytium plus dense

aux électrons.

Enfin, le tégument ventral du méle montre une matrice plus dense que

dans les autres régions du corps.

- La membrane tégumentaire basale, de structure trilaminée et mesurant
10 nm d'épaisseur. Cette membrane s'invagine dans le cytoplasme tégu-
mentaire en circonvolutions pouvant atteindre 200 nm de longueur et
25 nm d'épaisseur. Ces circonvolutions forment des plis dont les extrémi-
tés sont occasionnellement renflées pour former des vacuoles ou des

canaux dans le cytoplasme tégumentaire.
b) Les épines

Elles sont situées entre la membrane externe et la membrane basale du
tégument, et pénétrent complétement dans le tégument. Leur extrémité
pointue émerge au-dessus du niveau général du tégument et leur base est

entourée par une grande invagination de la membrane basale.

Des densifications sont nettement visibles entre la base de 1'épine et la
membrane basale qui I'entoure. Ces densifications représentent probable-

ment des points d'attache a cette membrane.

A trés fort grossissement, les épines montrent une structure cristalline com-
posée d'éléments longitudinaux paralléles, mesurant 5 nm d'épaisseur
environ, séparés de jonctions claires de méme taille. En section tfansversale,
chaque groupe de 4 éléments forme un parallelogramme équilatéral ayant

des angles internes de 60 et 120°.
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c) - Les organites et inclusions cytoplasmiques

Le tégument ne renferme que trés peu de m1tochondr1es, petltes et ne

contenant souvent qu une seule créte.

Des inclusions bacilliformes tres abondantes et trés derises, mesurant envi-
ron 40 nm d'épaisseur sur 200 nm de longueur et des inclusions sphériques
lamellaires de 150 & 200 nm de diamétre sont observées dans tout le tégu-
ment. Les inélusions bacilliformes semblent beaucoup plus abondantes chez

le ver male.

2.1.2. Lame basale et fibres musculaires (Plariche 2)
a) Lame basale et matériel intersticiel

La basale, bien développée, consiste en une lame granulaire de 40 nm envi-
ron d'épaisseur, située sous la membrane basale du tégument proprement

dit, a 50 nm approximativement de cette derniére.

Un matériel fibreux intersticiel forme une couclie assez épaisse pouvant -

atteindre 250 nm sous la lame basale, entre les fibres musculaires circulaires

ou sous ces fibres.
b) Musculature

La musculature sous-tégumentaire est réguliérement disposée en couches

circulaires et longitudinales.

|

Les fibres circulaires sont disposées a intervalles réguliers sous la lame

basale, et reposent sur le matériel intersticiel.

La musculature du ver male est plus développée que celle du ver femelle.
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Les myofibres sont arrangées en faisceaux composés de filaments épais de 15
a 40 nm d'épaisseur entourés par 10 a 12, et parfois jusqu'a 14 éléments plus

fins de 5 nm d'épaisseur.

A la périphérie des myofibres, on observe des amas osmiophiles en conti-
nuité avec le sarcolemme et en association avec des filaments fins. Des élé-
ments tubulaires du reticulum sarcoplasmique ainsi que des mitochondries

sont présents a la périphérie des myofibres.
2.1.3. Les cellules sous-tégumentaires (Planche 2)

De taille assez irréguliere, ces cellules sont situées sous les fibres musculaires

et sont profondément incluses dans le parenchyme du ver.

Elles sont parfaitement reconnaissables, car leur noyau apparait dense, du
fait de la présence de plusieurs nucléoles et d'une chromatine condensée en
mottes. Les mitochondries sont peu nombreuses et le reticulum endoplas-

mique est peu développé.

Relativement dense, le cytoplasme montre les mémes granulations

(bacilliformes et sphériques) présentes dans le tégument.

Les cellules sous-tégumentaires sont caractérisées par la présence, au péle
tégumentaire, de longues et fines terminaisons de structure tubulaire, qui
s'insinuent entre les fibres musculaires et semblent mettre en relation le
corps cellulaire et le tégument. Nous n'avons pas observé de jonction com-
plete e,ntre'le tégument et les cellules sous-tégumentaires. Toutefois, ces
structures tubulaires ont été trouvées en contact direct avec le tégument; a
ce niveau, en effet, une vingtaine de microtubules disposées longitudinale-

ment forment une jonctkion,mesurant environ 100 nm de diameétre.
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2.14. Les organites sensoriels (Planche 3)

Les éléments sensoriels apparaissent a la surface du tégument sous forme de

papilles uniciliées émergeant a travers des ouvertures cratériformes. Ces

papilles sont présentes sur toutes les parties du corps, mais sont particulie-

rement abondantes au niveau

phore.

Chaque papille est en fait un
environ de diametre, rattachée
Un cil apical émerge a 2 um
recouvert d'une couche tégum
est de type (9 + 2), présente un
veux. Un anneau dense réticu
d'autre part, de nombreux grai
drie(s), ainsi que de nombreus

de l'extrémité antérieure du canal gynéco-

1e terminaison bulbeuse nerveuse de 2 um

au tégument par un desmosome circulaire.

environ de la surface du corps, mais reste
entaire. Ce cil, dont l'arrangement tubulaire
corps basal situé dans le milieu du bulbe ner-
é entoure le corps basal. Le bulbe contient,

ns de glycogene, une ou plusieurs mitochon-

es vésicules et microtubules. Des structures

satellites sont reliées a ce corps basal par des bras rayonnants.

2.2. LETRACTUS DIGESTIF (PLANCHE 4)

Le tégument fin et épineux de

buccal en se creusant et se pliss
2.2.1. L'oesophage
a) Partie antérieure

Dans sa partie antérieure, 1'oes

ture que celle du revétement

— )

la ventouse orale se prolonge dans l'orifice

nt de plus en plus.

ophage montre un tégument de méme struc-

du corps, mais qui devient trés plissé, a tel

point que les replis semblent remplir toute la lumiére oesophagienne.

-35-



P13




Du matériel vésiculaire extra-cellulaire est souvent emprisonné entre les
plis. La membrane basale tégumentaire s'invagine et pénetre profondément
dans les plis. Elle se dilate parfois pour former des structures vacuolaires
contenant de petits granules ou des vésicules. Les inclusions sphériques sont

nombreuses dans le cytoplasme et il y a peu de corps bacilliformes.

Les extrémités des plis forment de longues microvillosités dans la lumiére
oesophagienne et contiennerStt de petites vésicules et des mitochondries.

|
Les cellules sous-tégumentajires ont la méme structure que celles du tégu-
ment qui recouvre le corps,% elles sont toutefois relativement plus grande et
plus nombreuses, et leurs li%aisons avec le syncytium tégumentaire sont plus
courtes et plus larges.

|

b) Partie médiane

Dans la région médiane, les /plis sont plus uniformes et de taille réguliére. Ils

sont peu ramifiés et sont trés étroitement et trés régulierement disposés.

De petites quantités de matériel cristallin ou lamellaire sont observées entre
les plis dans la lumiere desl'oesophage. La membrane basale tégumentaire
pénétre profondément jusqu'au sommet de chaque pli. Des granulations
bacilliformes, de petites véﬁsicules, des mitochondries et des microtubules
sont présentes dans les pli"s. Des inclusions denses ovoides ou sphériques
sont observées dans cette région de I'oesophage, formant parfois une protu-
bérance a la surface du refali tégumentaire. Dans cette région, les cellules
sous-tégumentaires sont g%andes, souvent multinucléées et montrent un

reticulum endoplasmique 4éveloppé.
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c) Partie postérieure

Les plis sont moins réguliers et ressemblent de plus en plus a des microvil-
losités. Ces microvillosités sont longues et fines avec de nombreuses projec-

tHions courtes. Leurs extrémités sont souvent renflées.

Des granules secrétoires sont présents dans cette région de l'oesophage. Leur
taille varie de 2,8 4 4,2 um de long sur 1,6 a 2,2 um de large. Il s'agit de gra-
nules ovoides de structure lamellaire bien visible sur les spécimens intacts.
Chaque granule consisterait, semble-t'il, en une membrane simple de 75 A
d'épaisseur, répliée sur elle-méme de nombreuses fois, et dont une partie
formerait la limite extérieure du granule. Parfois, des structures similaires,
mais ne montrant pas de membrane limitante, sont observées entre les plis

dans la lumiére oesophagienne.

La lumiere oesophagienne est plus grande dans cette région postérieure, et

contient souvent des amas de matériel en voie de digestion.
2.2.2. Les caecums intestinaux

La jonction entre l'oesophage et le caecum intestinal est marquée par la pré-
sence d'un desmosome septé qui s'étend sur plusieurs microns, le long des
parties distales de la membrane tégumentaire, et de celle du syncytium
caecal. A ce niveau, le tégument s'étend au-dessus du syncytium caecal, de

telle sorte qu'une longue jonction cellulaire est formée.
L'observation en microscopie optique montre que deux longs tubes caecaux
sinueux partent de I'oesophage, puis se rejoignent en un seul tube dans la

partie postérieure du ver.

L'observation ultra-structurale montre que 1l'éphithélium caecal est de

nature syncytiale. A I'opposé du syncytium tégumentaire, on y observe de

-37-



Pl .4




nombreux noyaux de grande taille avec, le plus souvent, un seul nucléole

excentré.

La bordure de la lumiere caecale forme des boucles dont la section ressemble
a des microvillosités. Ces boucles sont des extensions du cytoplasme caecal et

sont limitées par une membrane typique (trilaminée).

On observe de longues invaginations de la membrane basale dans le syncy-
tium caecal, mais qui n'atteignent jamais la lumiere. Des poches sarcoplas-
miques afibrillaires, remplies de lipides et de glycogene, se trouvent sous la

couche unique de faisceaux de myofibres de soutien.

La lumiere caecale contient parfois un matériel finement granulaire. On

n'observe pas de figures de phagocytose ou de pinocytose.

2.3. L'APPAREIL REPRODUCTEUR -

2.3.1. L'appareil male (Planche 5)

Les testicules, au nombre de 6 a 10, sont situés en arriere de l'acetabulum, et

posseédent deux types de cellules :

- Des cellules non germinales de grande taille au cytoplasme dendritique

contenant de nombreuses inclusions telles que des granules sécrétoires.

- Des spermatozoides au cytoplasme uniformément dense aux électrons.
Chaque gaméte posseéde un centriole unique constitué de 9 triplets.

A la sortie du corps spermatique, le flagelle montre un cylindre axonéma-
tique constitué de neuf doublets, ainsi qu'un ensemble de microtubules
situés contre la membrane flagellaire. Ces microtubules sont en fait les

extrémités des microtubules sous-membranaires longitudinaux, présents sur
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toute la surface du spermatozoide. En arriére de cette zone, le flagelle ne
comporte plus que les doublets de I'axonéme présents sur toute la longueur. -
En coupe transversale, le flagelle montre 9 doublets périphériques dépour-
vus de bras. La région centrale de 'axonéme ne comporte pas de tubule,

toutefois, un matériel non tubulaire, dense aux électrons, est présent.

Le canal déférent comporte un épithélium simple qui se termine en nom-
breuses lamelles, tandis que la vésicule séminale montre des parois de

nature tégumentaire, de méme que le gonopore.
2.3.2. L'appareil femelle (Planches 6 et 7)

Le gonopore s'ouvre dans la face ventrale du ver, sous la bordure de
I'acetabulum. La couche tégumentaire qui recouvre le corps s'élargit et
s'invagine pour former ce pore génital. Le pore génital débouche postérieu-
rement dans l'utérus. Le tégument utérin comporte des plis et des cavités
beaucoup plus grands que ceux du tégument du corps ; ceci semble indiquer
que la lumire utérine peut changer de volume dans des proportions consi-
dérables. Le cytoplasme est plus dense et les inclusions cytoplasmiques plus
disparates. La couche cytoplasmique formant la lumiere utérine est reliée
par de fins prolongements cytoplasmiques aux corps cellulaires nucléés,

situés sous la couche musculaire.

Le syncytium utérin anucléé fait ensuite place a un épithélium cubique
nucléé constituant la lumiére de I'ootype. Les sécrétions de la glande de
Mehlis, située a proximité, sont déversées dans la lumiere de l'ootype, le
long de canaux cytoplasmiques passant entre les faisceaux de myofibres et les

cellules cubiques bordant cette lumiére.

La glande de Mehlis est composée par un groupe de cellules glandulaires ad-
jacentes a l'ootype. Lorsque les cellules sont immatures et que le cytoplasme
n'est pas encore entierement remplacé par la sécrétion de la glande, on peut

observer un reticulum endoplasmique bien développé et de nombreuses
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citernes. Des complexes de Golgi, ainsi que de nombreuses petites vésicules,
sont présents au contact du reticulum endoplasmique. Le noyau est iden-
tique a ceux des autres tissus tégumentaires, avec un nucléole excentré et
une chromatine dispersée. Lorsque le processus sécrétoire est avancé, le
cytoplasme est totalement rempli de granules sécrétoires, et la plupart des

organites cytoplasmiques ont disparu.

Un prolongement cytoplasmique, long et ténu, part de chaque cellule glan-
dulaire et s'insinue entre les cellules cubiques de l'ootype. Ces prolonge-
ments sont soutenus par un anneau de microtubules. Au point oul la sécré-
tion se déverse dans la lumiére de I'ootype, la membrane plasmique du pro-
longement cytoplasmique est rattachée a celle des cellules voisines de

I'ootype par un desmosome septé.

Elle est de méme recouverte par une extension de la membrane basale de

I'épithélium de I'ootype.

Postérieurement a l'ootype part un canal cilié commun, le vitello-oviducte
dans lequel débouchent a la fois le vitelloducte et l'oviducte. Le vitelloducte
cilié part de cette zone puis traverse toute la longueur du ver, et forme des
orifices & proximité des follicules vitellins, et devient dépourvu de dls a ce

niveau. -

La glande vitellogéne est constituée par un grand nombre de follicules dis-

posés le long du corps, postérieurement a l'ovaire.
Chaque follicule contient des cellules 2 différents stades de développement.

La cellule vitelline mare est une cellule de grande taille, caractérisée par la
présence de protéines en amas (matériel précurseur de la coque de 1'oeuf),
concentrés principalement a la périphérie, et un grand nombre de goutte-
lettes lipidiques dispersées dans le cytoplasme. Ce dernier est rempli de ribo-

somes libres ou associés au reticulum endoplasmique. Les mitochondries
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sont nombreuses. Le noyau de grande taille posséde un gros nucléole central

et une chromatine en amas, dispersés dans le nucléoplasme.

L’oviducte part du sommet du vitello-oviducte a proximité de la limite
antérieure de I'ovaire, formant un canal non cilié qui passe postérieurement
entre l'ovaire et l'intestin. Prés de la limite postérieure de 1'ovaire, ce canal
devient cilié, puis perd a nouveau ses cils et s'élargit pour former le récep-
tacle séminal. Il se rétrécit ensuite et débouche enfin dans la région posté-

rieure de l'ovaire renfermant les ovules.

L’ovaire est d'un aspect piriforme, la partie antérieure étant la plus étroite.
Dans cette région prédominent les ovogonies étroitement appliquées a
'enveloppe ovarienne. Ce sont les plus petites cellules de l'ovaire. Elles ont
un cytoplasme trés peu développé et un noyau de grande taille, avec un

nucléole bien défini et une chromatine en amas.

Les ovocytes de premier et second ordre se trouvent dans la région centrale
de l'ovaire antérieur. Leur cytoplasme est plus important et contient des
mitochondries, quelques longs filaments de reticulum endoplasmique, mais

peu de complexes de Golgi.

Les ovules sont visibles dans la région postérieure de l'ovaire. Ils sont plus
grands que les ovocytes 1 et 2 et s'en distinguent par la présence de granules
corticaux. Leur noyau contient un gros nucléole bien évident, mais pas
d'amas de chromatine. Le cytoplasme n'est pas trés dense, et contient de fins
filaments de reticulum endoplasmique non dilaté, des mitochondries et des

complexes de Golgi.
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2.4. . LE SYSTEME NERVEUX
2.4.1. Le tissu nerveux (Planche 8)

Une commissure circumoesophagienne réunit deux paires de ganglions

nerveux desquels partent des fibres vers la ventouse orale d'une part, et

postérieurement vers quatre troncs nerveux latéraux.

Les coupes effectuées au niveau des ganglions circumoesophagiens mon-

trent des cellules 2 ‘gros noyau contenant parfois un nucléole trés osmio-

‘phile. Ces cellules donnent naissance a des axones amyéliniques étroitement

groupés.
|

Leur noyau montre une chromatine finement dispersée et un fin liseré de

condensation contre la membrane nucléaire interne. Le nucléole, quand il
est présent, est souvent excentré, et on ne di‘sﬁngu‘e pas de membrane
nucléolaire. Le cytoplasme contient de nombreux amas de ribosomes autour
de mitochondries allongées a crétes rares ma1s bien définies. On peut y
reconnaitre aussi des dép6ts qui rappellent les amas de glycogene, ainsi que
des granules osmiophiles de 65 a 70 nm envn;lon de diametre, un appareil de
Golgi, mais le reticulum endoplasmique est I[mal défini. Dans la région cir-
cum-oesophagienne, la forme, la taille et L}e contenu des axones varient
considérablement. Une couche faiblement {osmiophile de 12 nm environ
d'épaisseur sépare les axolemmes adjacents. f

|
|

L'axoplasme, généralement clair, contient de nombreux organites parmi

lesquels on peut distinguer :

1) Des mitochondries circulaires ou allon'F es a crétes rares, mais bien
développées. ;

2) Des amas osmiophiles étoilés ressemblan[t au glycogene.
|

{
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3) Des 'mviérotubules de 25 nm de diametre.
4) Des vésicules claires de 20 a 50 nm de diametre ou vésicules synaptiques.

5) Des granules denses circulaires ou ovoides mesurant 30 a 100 nm, par-
fois limités par une membrane. Dans quelques cas, ces granules sont

observés en association avec les vésicules synaptiques.

6) Des granules denses plus gros de 100 & 160 nm et limités par une mem-
brane. Ce type est apparemment de nature neurosécrétoire. On les
observe souvent en petits groupes ou en rang unique, dans les terminai-

sons nerveuses envahissant les myofibres ou les autres cellules.

7) Des vésicules claires mesurant 50 a 150 nm généralement ovoides, et le

plus souvent associées aux granules neurosécréteurs.

Les synapses entre axones sont visibles dans la commissure circum-oeso-
phagienne, ainsi que dans d'autres régions. Elles apparaissent sous l'aspect
d'une densification le long de I'une des deux membranes oppoéées. Elles
sont caractérisées par une -accumulation de vésicules synaptiques dans un
axone étroitement appliqué a un autre, dans lequel I'espace axoplasmique

est relativement dépourvu d'inclusions.

Les axolemmes opposés sont séparés par un espace de 10 a 20 nm, dans
lequel apparait parfois un dépodt dense assez fin (5 a 7 nm d'épaisseur). Les
vésicules synaptiques sont rattachées a la membrane présynaptique qui
apparait moins épaisse et moins osmiophile que la membrane opposée. Les
petits granules denses (30 & 100 nm) sont quelquefois associés aux vésicules
synaptiques dans l'axoplasme. En dehors de ces structures synaptiques

unilatérales, d'autres, de type bilatéral, sont aussi présentes.
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2.4.2. Les organites sensoriels

Eléments associés au tégument, ces organites ont été décrits dans la partie

consacrée a ce dernier (paragraphe 2.1.4).

2.5. LE SYSTEME EXCRETEUR OU OSMOREGULATEUR (PLANCHE 9)

Les cellules-flammes, distribuées symétriquement dans le corps, représen-
tent I'extrémité aveugle du systéme excréteur : il en part des canalicules pro-
tonéphridiens qui confluent pour former les canaux collecteurs latéraux.
Ceux-ci se rejoignent postérieurement et aboutissent a un pore excréteur qui

s'ouvre a l'extrémité postérieure du ver.
2.5.1. la cellule-flamme ou solénocyte

Elle est située dans le parenchyme, enfoncée plus ou moins profondément
sous les couches musculaires sous-tégumentaires. On peut distinguer, d'une
part la région apicale nucléée, d'autre part l'entonnoir qui comprend

I'appareil de filtration, dans la zone proche de la région nucléaire.
a) La région apicale nucléée

Le noyau de forme irréguliere est situé a la périphérie du corps. cellulaire
dont il occupe le tiers environ du volume. Des amas de chromatine sont
bien visibles contre la membrane nucléaire. Le cytoplasme qui entoure le
noyau est peu abondant ; il renferme de nombreux ribosomes libres, un reti-
culum endoplasmique lisse et rugueux, quelques mitochondries, de petites
vésicules limitées par une membrane et des microtubules. La base élargie de
cette portion cellulaire est incurvée et loge les racines d'un faisceau de fla-
gelles ; les corps parabasaux sont situés hors de la masse cytoplasmique ; cha-
cun est rattaché & une courte racine striée faisant légeérement saillie dans la

cavité tubulaire; il en part le systétme microtubulaire typique de toute struc-

-44 -



ture flagellaire, c'est-a-dire neuf doublets de microtubules périphériques et
une paire de microtubules axiale. Les flagelles sont tous paralleles et forment

un pinceau qui se projette dans l'entonnoir.
b) L’entonnoir

C'est le cytoplasme qui se développe en un fin feuillet puis s'enroule gra-
duellement pour former l'entonnoir qui entoure la cavité de la cellule-
flamme et dont les bords sont joints par des desmosomes septés. L'épaisseur

de I'entonnoir est variable. On distingue deux régions:

- La région apicale caractérisée par une structure d'apparence dentelée en
coupe transversale. La paroi de l'entonnoir est formée a ce niveau par un
"grillage" comportant une rangée externe de barres ou piliers de 160 nm et
une rangée interne de barres plus fines (100 nm d'épaisseur). Chaque barre
est reliée a la suivante par une jonction simple. Des projections cytoplas-
miques ou leptotriches partent des piliers internes vers l'extérieur de
I'entonnoir ; elles sont courtes et relativement peu nombreuses, alors que
les projections qui partent des piliers externes sont plus longues et plus

nombreuses, et occupent la zone périnéphridienne.

- L'autre région de l'entonnoir, plus distale, est plus épaisse et non fenes-
trée ; elle renferme de trés nombreuses mitochondries allongées, denses,
des ribosomes, des complexes golgiens et quelques inclusions. Des micro-
tubules sont observés dans la partie cytoplasmique bordant la lumieére
centrale. On n'observe aucun noyau dans la paroi de l'entonnoir.

' 2.5.2. Les canaux et le pore excréteurs

a) Les tubes collecteurs

Ils sont formés par des prolongements cytoplasmiques semi-circulaires

d'une méme cellule, soudés par une jonction septée. Leur diameétre varie de
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2 & 4 um. Le cytoplasme ressemble a celui des solénocytes mais on n'y
observe pas de microtubules. L'épaisseur de la paroi est tres irréguliere et, du -
c6té de la lumiere, la membrane plasmique est soulevée en lamelles tou-
jours paralleles a la surface cytoplasmique. Une fine couche cytoplasmique

de trés forte densité apparait en bordure de la membrane plasmique.
b) Les conduits terminaux

Les tubes collecteurs confluent dans leur région terminale pour former, de
chaque c6té du corps, un tronc latéral de diametre plus important (6 a 8 um).
Ces deux canaux latéraux se rejoignent postérieurement avant de se déver-

ser dans le pore excréteur.

La membrane plasmique bordant la lumiere se projette en lamelles tres
nombreuses restant disposées parallelement a la surface cellulaire ; on peut
dénombrer jusqu'a huit lamelles superposées. De nombreuses sections de
flagelles sont visibles dans la lumiére. De méme, quelques racines de fla-

gelles sont présentes au niveau de la membrane plasmique.
¢) Le pore excréteur

Le conduit terminal postérieur débouche a I'extérieur par un pore excréteur

situé a l'extrémité postérieure du ver.
Une jonction septée soude ces deux structures.
C'est la couche tégumentaire qui recouvre le corps qui s'élargit et s'invagine

pour former ce pore excréteur. A ce niveau, le tégument comporte des plis

plus nombreux et des cavités plus prononcées que sur le reste du corps.



LA CERCAIRE DE SCHISTOSOMA MANSONI
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1. MORPHOLOGIE EXTERNE (PLANCHE 10)

Les cercaires de Schistosoma mansoni, de type furcocerque ont une taille qui
varie considérablement en raison des continuelles déformations du corps en
mouvement. La longueur totale peut atteindre 1 mm et la largeur 40 a

60 um.

La queue et les branches terminales occupent environ les deux tiers de

I'ensemble corps-queue.

Comme chez la plupart des Digénes, on observe deux ventouses caractéris-
tiques, une ventouse buccale, plus précisément "organe céphalique" repré-
sentée par le quart antérieur du corps et une ventouse ventrale petite mais

trés saillante, située a l'extrémité postérieure du corps.

Le tégument est régulierement mince et épineux. La spinulation est hétéro-
géne. Elle est absente autour de l'extrémité antérieure de l'organe céphalique
et au niveau de !'orifice buccal qui est situé sur la face ventrale, postérieu-

rer!nent a l'organe céphalique.

L'observation en microscopie électronique a balayage (MEB) nous a permis
de préciser les détails morphologiques. Ainsi, I'hétérogénéité de la spinula-

tion observée en microscopie optique a pu étre confirmée.

Sur les spécimens étudiés, le tégument montre de petites dépressions ainsi
que des épines mesurant 0,7 2 0,9 um de long sur 0,2 nm de large, orientées
vers la partie postérieure du corps. Les épines de la face dorsale sont légere-
ment plus pétites que celles de la face ventrale et celles situées au voisinage
de I'extrémité antérieure du corps sont légérement plus arrondies que celles

se trouvant sur la partie postérieure.
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Les épines de la queue sont plus longues (1,2 um) et plus larges (0,3 um) et
présentent une distribution moins dense qﬁe celle du corps. D'autre part, la
distribution des épines de la queue n'est pas homogene ; elles sont en effet
moins denses sur la face ventrale que sur les parties latérales. Chaque

branche terminale de la queue est couverte d'épines beaucoup plus petites et

plus denses.

Un pore excréteur d'aspect ampulaire s'ouvre a l'extrémité de chaque

branche caudale.

La ventouse ventrale est couverte d'épines légerement plus grandes que

celles du reste du corps.

On observe, entre le corps et la queue, un collier tégumentaire présentant de

nombreuses épines.

A l'extrémité antérieure de l'organe cépflalique s'ouvrent les canaux des
glandes pré et postacétabulaires et de la glande céphalique. Ces orifices, en-
tourés chacun par un bourrelet tégumentaire, sont disposés en deux arcs de
cercle latéraux. Ils forment ensemble un ‘demi-cercle dont la courbure est

orientée vers la face ventrale du corps.

Des papilles uniciliées sont disposées sur le corps et la queue suivant une
topographie réguliére et constante. Leur nombre exact n'a pu étre précisé
avec certitude en microscopie optique aprés imprégnation argentique ; ces
observations préliminaires ont toutefois permis de situer ces papilles sur le
corps et ont rendu leur repérage et leur numération plus faciles sur les pho-
tos de microscopie électronique a balayage. C'est ainsi que nous avons pu

identifier :
- sept (7) paires de papilles a 'extrémité antérieure du corps,
- neuf (9) paires sur la face ventrale,
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- quatre (4) paires sur la face dorsale,
- dix (10) papilles sur la face latérale gauche,
- dix (10) papilles sur la face latérale droite,

soit au total 76 papilles uniciliées.

2. MORPHOLOGIE INTERNE

2.1. TEGUMENT ET STRUCTURE ASSOCIEES (PLANCHE 11)
2.1.1. Le tégument

a) Le syncytium tégumentaire

La structure du tégument a pu étre précisée a la suite des observations en
microscopie électronique a transmission. Ce tégument apparait comme une
structure cytoplasmique syncytiale, identique sur toute 1'étendue du corps et
de la queue, mais plus épaisse sur le corps (0,5um) que sur la queue

(0,2 pm). Elle est renforcée en un collier a I'union entre le corps et la queue.

L'étude ultra-structurale du tégument montre de l'extérieur vers

I'intérieur:

- Une membrane tégumentaire externe de structure trilaminée et mesurant

8 nm d'épaisseur environ.

- Une couche dense de 15 nm environ d'épaisseur.
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- Une matrice tégumentaire constituée d'une substance fondamentale

contenant un matériel granuleux.

- Une membrane basale mesurant 3 & 4 nm apparaissant rarement de struc-
ture trilaminée. Cette membrane basale est souvent plus invaginée que la

membrane externe.
b) Les épines

Les épines sont situées entreJ la membrane externe et la membrane basale et
pénetrent completement dans le tégument. Elles sont constituées
d'éléments paralleles, longitudinaux de 5 nm de diametre, séparés par des
jonctions claires de 5 nm. Les sections transversales montrent que chaque
groupe de quatre éléments forme un parallélogramme équilatéral ayant des
angles de 60 a 120 degrés.

¢) Les organites et inclusions cytoplasmiques

Des mitochondries sont présentes dans le syncytium tégumentaire. Elles

sont petites et ne contiennent que deux ou trois crétes.

L'inclusion caractéristique du tégument est un corps sphérique de 100 nm de
diametre environ, limité'par une membrane trilaminée. La partie centrale
est dense aux électrons et granuleuse, et sa périphérie est translucide. Les
inclusions de ce type sont trés nombreuses dans le tegument du corps, mais

sont absentes de celui de la quéue.

Un deuxiéme type d'inclusion est représenté par des inclusions bacilli-
formes pointues mesurant environ 100 nm de long sur 10 a 15 nm
d'épaisseur. Elles sont limitées par une membrane trilaminée et leur
contenu est dense et granuleux. Ces corps allongés sont présents dans le
tégument du corps et de la queue, mais ne sont pas aussi abondants que les

“corps sphériques.
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2.1.2. Lalame basale et les fibres musculaires

Sous le tégument, on observe successivement une lame basale, une épaisse
couche de matériel intersticiel et des fibres musculaires circulaires (externes)

et longitudinales (internes).
a) La lame basale et le matériel intersticiel

La lame basale est une couche granuleuse de 20 nm environ d'épaisseur qui
longe intérieurement la membrane basale tégumentaire et a laquelle elle se

juxtapose.

Quant au matériel intersticiel, il consiste en des fibres de 6 nm d'épaisseur

disposées de maniere diffuse.

Ce matériel se trouve entre les fibres musculaires, en couches minces, et
entoure la plupart des cellules de la cercaire. Il forme, sous le tégument, une
couche dont I'épaisseur est sensiblement égale a celle de ce dernier.
Quelques petits hémidesmosomes forment des points d'attache entre la
membrane basale tégumentaire et la lame basale. Ils sont situés sur la mem-

brane basale.
b) La musculature

La musculature sous-tégumentaire est disposée régulierement en couches
circulaires et longitudinales. Les fibres circulaires sont disposées sous la lame
basale et sont entourées par le matériel intersticiel. Les fibres longitudinales
sont plus internes. Les filaments sont disposés en arrangement irrégulier

dans les fibres musculaires du corps ; elles n'ont pas d'apparence striée.
Les fibres longitudinales de la queue sont toutes striées et posseédent un reti-

culum sarcoplasmique plus important. Elles contiennent des réserves de

glycogene et un grand nombre de mitochondries.
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2.1.3. Les organites sensoriels
a) Les papilles uniciliées

Au plan ultra-structural, elles apparaissent comme des terminaisons ner-
veuses bulbeuses de 1 a 1,5 um de diametre situées au niveau du tégument.

Un cil émerge du sommet du bulbe par une ouverture dans le tégument.

Un desmosome circulaire frattache ce bulbe au tégument. Le cil peut
atteindre une longueur de 8 pm et présente un arrangement tubulaire de
type (9 +2) et un corps basal situé au milieu du bulbe nerveux. Un anneau

dense aux électrons est adjacent au desmosome et encercle le corps basal.

Les papilles situées dans la;partie antérieure de l'organe céphalique ont un
cil court (2 um environ de long) partiellement gainé par un bourrelet tégu-
mentaire. Les cils des papilles du reste du corps sont dépourvus de gaine.

b) Les dépressions multiciliées

Ce sont des cavités situées dans la partie antérieure du corps. Elles sont plus
rares que les papilles. Ellesj mesurent 1 pm de diametre et sont situées sous
le tégument auquel elles se rattachent par l'intermédiaire d'un desmosome

circulaire.

Ce type d'organite sensoriel s'ouvre a l'extérieur par un pore. La paroi de ces

organites constitue une terhminaison nerveuse ; on y distingue des vésicules
|

et des corps basaux de 5 a 6 cils qui se jettent dans la cavité de l'organite. Par-

fois on observe aussi dans la cavité de petites vésicules denses.
i‘ .
|

c) Les cavités lamellaires |

. |
Il s'agit d'un troisiéme type de structure sensorielle que l'on observe au

niveau de l'extrémité antérieure du corps. Ce sont deux cavités situées sous
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le tégument et séparées de lui par une mince couche de fibres musculaires

au voisinage de la base des bulbes sensoriels de l'organe céphalique.

Cette structure sensorielle est de forme ovoide ; son plus grand axe, parallele
a celui de la cercaire, mesure 2/a 2,5 um. Chacune des cavités est entourée
d'une mince paroi cytoplasmique et contient de nombreux cils, des membres
et des particules de différentes tailles. La paroi contient un nombre impor-
tant de corps basaux desquels partent des cils quivdonne'nt naissance a des

structures lamellaires.

Chaque cavité lamellaire présente une légere dépression antérieure au
niveau de laquelle un pédicule Lst rattaché par un desmosome septé. Ce pé-
dicule est lui-méme rattaché el'l quelques endroits au tissu intercellulaire
voisin par des hémidesmosomes. Ce pédicule est dense aux électrons et
montre une striation longitudinale. Ces deux cavités lamellaires rappellent
les dépressioné multiciliées décx]ites plus haut, par la taille, la structure de la
paroi et par le fait que les cils provenant de la paroi se projettent a l'intérieur
de la cavité. Elles en different cependant par la présence des extensions
lamellaires des membranes ciliaires, par l'absence d'ouverture vers

l'extérieur et par leur association avec un pédicule.
2.1.4. Le relevement externe du corps

A la surface du tégument de la cercaire, on observe un revétement ou glyco-
calyx formé d'une couche de matériel granuleux ou filamenteux. Il consiste
en des filaments courts, ramifiés et entrelacés et en des granules denses, tous

deux ayant un diameétre de 1,5 nm environ.

Les filaments forment une couche diffuse et tressée sur le 'tégument, com-
blant toutes les irrégularités de la surface. Quelques filaments semblent en

continuité avec la membrane tégumentaire.






Le glycocalyx, plus épais, sur le corps que sur la queue et sur la ventouse
ventrale, a une épaisseur qui varie entre 0,5 um et 1,5 um. Il est moins dense
au niveau des glandes de pénétration et au niveau des cils sensoriels mais

recouvre les épines tégumentaires.

2.2. LETRACTUS DIGESTIF (PLANCHE 12)
Le tube disgestif, assez rudimentaire, ne comporte pas de pharynx.

L'oesophage s'ouvre dans un intestin ou caecum dans la lumiére duquel on
peut observer de longues microvillosités et un corps dense volumineux de 1
a 2 um. Contre l'oesophage, on observe les glandes oesophagiennes avec de
nombreux granules circulaires mesurant 200 a 250 nm de diamétre.
Quelques granules montrent un centre clair entouré par une périphérie
dense. D'autres sont limités par une membrane et d'autres encore sont

denses et homogenes.

- 2.3. L'ORGANE CEPHALIQUE ET LES GLANDES DE PENETRATION (PLANCHE 12)
2.3.1. L'organe céphalique

Pendant longtemps on a désigné par "ventouse orale" ou "buccale" le quart

antérieur du corps cercarien.

En fait, étant donné sa complexité histologique et ses multiples fonctions,
cette partie du corps est plus qu'une simple ventouse, et le terme organe

antérieur ou organe céphalique serait plus approprié.
La partie postérieure de cet organe est occupée par la glande céphalique de

laquelle partent des troncs débouchant par des conduits courts dans le tégu-

ment. Deux cellules volumineuses sont situées dorsalement dans la partie
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centrale de cet organe. Elles semblent séparer et soutenir les troncs de la
glande céphalique et les conduits acétabulaires, qu'ils soient groupésen fais-
ceau ou individualisés. Ces cellules ont été appelées "cellules-support" par
certains auteurs (Cousin et al., 1981). Chaque cellule posséde un gros noyau

situé dans une masse cytoplasmique granulaire homogéne et claire.

Un autre type de cellules est observé a proximité du fundus de la glande
céphalique, il s'agit des cellules circumfundales. Elles possédent un noyau
volumineux et de rares mitochondries ; le cytoplasme est rempli de vési-
cules denses de différentes tailles, mais toujours plus petites que celles du

fundus.
2.3.2. Les glandes de pénétration

Les glandes postacétabulaires et préacétabulaires qui occupent plus de deux
tiers du corps sont caractérisées par le fait qu'elles sont remplies de granules
sécrétoires. Chaque glande acétabulaire est composée d'un corps basal rempli
de granules sécrétoires appelé "fundus”, duquel part un canal qui se rétrécit
graduellement pour communiquer avec l'extérieur par un orifice situé a
I'apex du corps. On observe deux paires de glandes préacétabulaires, et trois

paires de glandes postacétabulaires.

Au niveau de la ventouse ventrale, les trois canaux postacétabulaires for-
ment un faisceau de chaque c6té du corps. Les deux faisceaux sont repoussés
latéralement par les fundus préacétabulaires. Antérieurement, les trois
canaux postacétabulaires de chaque faisceau sont rejoints par les deux canaux
préacétabulaires, de sorte qu'au niveau de la bouche, chaque faisceau com-

porte cinq canaux.

Les canaux sont limités par des microtubules et leurs parois montrent de
petites projections dans le matériel intersticiel environnant. De petites fibres
musculaires encerclent partiellement chaque faisceau de canaux glandu-

laires.
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A l'extrémité antérieure, les canaux glandulaires sont rattachés au tégument
par des desmosomes circulaires. Autour du canal glandulaire, adjacente au
desmosome, la bordure tégumentaire forme un repli trés net en microscopie
électronique a balayage. On n'observe pas de mécanisme de fermeture ou

d'ouverture des canaux glandulaires.

Des globules de sécrétion se déversent pour former, au niveau des orifices,
une masse granulaire emprisonnée par les replis tégumentaires. La sécrétion

des glandes ne semblent pas s'étaler a la surface du tégument de la cercaire.

2.4. L'APPAREIL OSMOREGULATEUR (PLANCHE 13)

" On retrouve chez la cercaire les mémes éléments que ceux que nous avons

décrits chez le ver adulte : cellule-flamme, canaux et pores excréteurs.

On dénombre quatre paires de cellules-flammes situées dans le corps
(respectivement au niveau du tiers antérieur du corps, de l'extrémité du
caecum, de la ventouse ventrale et un peu avant la jonction entre le corps et

la queue) et une paire sur la queue (a la racine de I'appendice caudal).

Les canaux excréteurs des cellules-flammes caudales rejoignent ceux du
corps. Ces derniers débouchent dans une vésicule excrétrice située a la jonc-
tion corps-queue. Un long canal émanant de la vésicule excrétrice parcourt
la partie non bifurquée de la queue puis se divise dans chaque branche pour

enfin s'ouvrir en un pore excréteur a l'extrémité de chacune de ces branches.
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Les premiéres observations intéressantes faites sur la morphologie du schis-
tosome sont dues aux travaux de Smith et al. (1969), Silk et al. (1969),
 Hockley (1970), Dike (1971) sur Schistosoma mansoni et Inatomi et al. (1969)
sur S. japonicum, bien que la plupart de ces auteurs se soient limités a

I'étude du tégument.

L'approche ultra-structurale que nous avons faite de Schistosoma mansoni
et de sa cercaire nous a permis de préciser certains caractéres morpholo-
giques décrits par ailleurs, mais 1'étude des données de la littérature appelle

quelques remarques a ce sujet.

S'agissant du tégument du schistosome adulte, nos observations confirment
le fait que celui-ci est 1égérement moins épais que celui des autres Digenes. I
semblerait que 1'épaisseur du tégument dépende de la taille du ver, et de son
environnement. Ainsi, Fasciola hepatica, qui est un ver relativement de
grande taille, aurait un tégument mesurant, selon Threadgold (1963) 15 a

20 pm d'épaisseur, alors que celui de S. mansoni atteint rarement 5 pm.

La membrane externe tégumentaire, décrite par Smith et al. (1969) comme
ayant une structure pentalaminée de 16 nm d'épaisseur environ au niveau
du canal gynécophore, nous est apparue heptalaminée, confirmant en cela
les observations de Hockley et Mac Laren (1973). Selon ces auteurs, la mem-

brane heptalaminée formée chez le schistosomule persisterait chez le ver
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adulte. Cela est confirmé, par ailleurs, par Wilson et Barnes (1974, 1977);
Mac Larent et Hockley (1976), Voge et al. (1978), qui ont montré que la mem-
brane externe, typiquement trilaminée chez la cercaire, est remplacée par
une membrane heptalaminée ou membranocalyx dans les trois heures qui
suivent la pénétration chez 1'hote, elle permettrait alors la fixation des anti-
corps de ce dernier. Irie et Yasuraoka (1981), pour leur part, font les mémes

observations sur Schistosoma japonicum.

Torpier et al. (1977) ont montré que les glyco-protéines (qui font partie du
groupe de substances que l'organisme est capable de reconnaitre et corres-
pondent aux antigénes de surface) apparaissent avec la mise en place de la

membrane heptalaminée, lors du passage de la cercaire dans I'héte.

La perte du revétement externe de la cercaire ou glycocalyx pendant la trans-
formation en schistosomule a été étudiée par Samuelson et Carlfied (1985).
L'étude morphologique et biochimique montre que le glycocalyx qui mesure
dela?2 um d'épaisseur et se compose d'un réseau de fibrilles de 8 & 15 nm
de long, de nature antigénique, ne se détache pas complétement au cours de

la transformation.

Comme chez S. mansoni, une matrice dense et granuleuse qui aurait, selon
Burton (1966), un réle protecteur, a été décrite chez plusieurs Digenes
comme Fasciola hepatica (Threadgold, 1963 et 1967) Haplometra cylindracea,
Cyathocotyle bushiensis et Gorgoderina sp. (Threadgold, 1968 ; Erasmus,
1967 ; Burton, 1966).

Au niveau de la membrane basale ou membrane tégumentaire interne, les
longues invaginations que l'on observe ont été décrites comme étant tubu-
laires (Morris et Threadgold, 1968 ; Smith et al., 1969) ; toutefois, 1'absence de
sections circulaires en coupe transversale suggere plutdét une structure plis-
sée (Hockley, 1973). D'une fagon géhérale, de telles invaginations traduisent
l'intervention de phénomenes de transport actif : des mitochondries y sont

souvent associées.
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Elles s'observent aussi chez les vertébrés et chez les invertébrés. Bresciani
(1973) pense que l'existence de ces invaginations est en relation avec le
métabolisme et l'environnement. On peut en effet interpréter ce plissement
de la membrane basale corhme nécessaire au réajustement osmotique du

parasite dans le milieu sanguin.

|

Un matériel intersticiel a été décrit aussi bien chez le ver adulte que chez la
cercaire, a cela prés qu'il est tlus important chez la cercaire, puisqu'il forme
une couche sous-tégumentaire pouvant atteindre 250 nm. La pr'ésence' de
cette couche fibreuse nous semble étre liée a la contractilité de la membrane

tégumentaire.

S'agissant de la musculature, notre étude permet de faire ressortir les carac-

téres suivants:

- La partie contractile est lisse, non striée et posséde les deux catégories de
myofilaments (fins et épais) typiques de toute fibre musculaire. Le reticu-
lum sarcoplasmique est situé uniquement en surface; les mitochondries

et le glycogene sont localisés dans les expansions du sarcolemme.

- Des jonctions desmosomiales sont observées entre ces fibres musculaires
et le tégument, soit directement, soit par l'intermédiaire de la couche

fibreuse intersticielle.

- Des synapses a vésicules moyennes et denses constituent les jonctions

neuro-musculaires.

- Dans la queue des cercaires, la musculature est composée de fibres striées,

donc a contraction rapide.

Bien que la nature des filaments fins et épais ne soit pas connue chez les
Plathelminthes parasites, il est évident que ce sont les ghssement&%d/@cg&\
myofilaments qui assurent le mécanisme de contraction ; le reticg{unj L
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coplasmiqﬁe et les mitochondries représentent les compartiments de ré-
serves de calcium intracellulaire. Le faible déveioppement du reticulum
sarcoplasmique et sa situation superficielle, 'absence de corps denses, sont
conformes avec le fait que ces muscles ont une contraction lente par opposi-

tion a la contraction plus rapide des muscles a fibres striées.

Les organites sensoriels, présents a la surface du ver adulte et de la cercaire,
ont été décrits en détail dans notre étude. Nos observations confirment pour
l'essentiel celles des autres auteurs. Toutefois, Smith et al. (1969) rapportent
que le cil du ver adulte atteint l'extérieur a travers une ouverture dans le
tégument. Nous montrons, au contraire, que le tégument recouvre
l'intégralité du cil chez le ver adulte, et un desmosome circulaire a été décrit,
auquel sont associés deux anneaux denses autour de la base du cil. Certains
auteurs suggerent que l'organite sensoriel pourrait détecter la direction du
courant (Morris et Threadgold, 1967), mais sa symétrie radiale est incompa-
tible avec une sensibilité directionnelle. Toutefois, des structures satellites
reliées au corps basal du cil ont été décrites par Silk et Spence (1969b) et
apparaissent nettement sur l'un de nos clichés. Si ces structures sont semi-
circulaires comme semble le montrer notre cliché, I'hypotheése d'une sensi-

bilité directionnelle serait alors vérifiée.

Chez la cercaire, le nombre des papilles sensorielles est I'un des caractéres
taxonomiques les plus importants. Nous en avons dénombré 76 dont 14 au
niveau de l'extrémité antérieure, confirmant par 1a les observations de
Short et Cartrett (1973), alors que Sakamoto et al. (1978) n'en dénombrent,
chez Schistosoma japonicum, que 60 dont 14 au niveau de l'extrémité anté-

rieure.

L'oesophage de S.mansoni a été décrit en détail par Dike (1971) et brizve-
ment mentionné par Morris et Threadgold (1968) et Spence et Silk (1970). Les
auteurs décrivent, dans la région postérieure de l'oesophage, des structures
vésiculaires entourées d'une membrane, auxquelles Bogitsh et Shanon
(1971) donnent le nom de "corps multivésiculaires". Ces mémes granules
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sont décrits par ailleurs comme des granules a structure cristalline (Spence et
Silk, 1970 ; Ernst, 1975). Bogitsh et Carter (1977) pour leur part, révéelent que
cette structure, qui semble cristalline a I'observation superficielle, montre en
fait, apres examen approfondi, une configuration membranaire qui, en sec-
tion transversale, pourrait montrer la structure multivésiculaire décrite
chez S. mansoni (Bogitsh et Shannon, 1971) et chez l'espéce trés voisine
S. douthitti (Shannon et Bogitsh, 1969). Sur ce point, nos observations

confirment la nature membranaire de ces granules sécrétoires.

D'autre part, tous les auteurs s'accordent sur le fait que la jonction entre
I'oesophage et le caecum est marquée par un long desmosome. Les avis
divergent toutefois concernant l'existence ou non d'une continuité entre le
cytoplasme tégumentaire oesophagien et celui du caecum. Tandis que
Spence et Silk (1970) observent une continuité entre les cytoplasmes tégu-
mentaires oesophagien et caecal malgré la présence du desmosome, et que
Shannon et Bogitsh (1969) affirment ne pas avoir observé de nette démarca-
tion entre l'oesophage et le caecum de S. douthitti, Hockley (1970) et plus
tard Dike (1971) montrent que les membranes forment une jonction com-
plete chez S. mansoni. Sur notre matériel, aucun des clichés ne montre une
continuité entre les deux cytoplasmes oesophagien et caecal. Au contraire, il
semble méme qu'il existe une nette séparation entre ces deux structures et

que les membranes forment en effet une jonction compléte.

1| apparaif enfin que la structure du flagelle spermatique est particuliére aux
schistosomes avec neufs doublets périphériques dépourvus de bras et la pré-
sence dans la région centrale d'un matériel dense aux électrons et non tubu-
laire. Ce caractere distinctif s'ajoute donc a la gonochorie, au mode de vie
sanguinicole et au cycle parasitaire pour isoler les schistosomes au sein du

groupe des Trématodes (Kitajima et al., 1976 ; Justine et al., 1981).
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DEUXIEME PARTIE

HISTOPATHOLOGIE EXPERIMENTALE CHEZ LA SOURIS



Dans la bilharziose hépatosplénique a S. mansoni, I'agent pathogéne (le ver)
ne se multiplie pas dans le foie, mais les couples de vers liberent dans les
veines mésentériques des oeufs et des excrétats véhiculés par le sang portal

jusqu'au foie qui, de ce fait, est I'organe le plus affecté.

Il a été montré que la plupart des lésions tissulaires sont liées a a réponse
immuno-pathologique de I'hdte au parasite (Andrade, 1965). Bien que des
études détaillées aient montré que le facteur déterminant dans le dévelop-
pement de la schistosomiase hépatosplénique est la réponse inflammatoire a
caractére granulomateux de I'héte aux oeufs du schistosome enclavés dans
le foie (Warren, 1972 ; Boros, 1976), il est en général admis que le dévelop-
pement de cette maladie est le résultat de l'action synergétique de nombreux
ahtigénes provenant aussi bien des vers adultes que des oeufs (Warren,
1973).

De nombreux auteurs signalent par ailleurs l'existence d'une circulation
permanente de substances toxiques ou antigéniques, produites par les schis-
tosomules ou les vers adultes (Auriault et al., 1983 ; Nash et al,, 1981 ;
De Water et al., 1988), ainsi que d'allergénes et d'hormones (Pierce et al.,
1983).

Il a été suggéré d'autre part que les sécrétions des vers vivants ainsi que

leurs excrétats pénétraient dans le foie en empruntant la circulation portale,
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et que ces produits seraient, au moins en partie, responsables des modifica-
tions pathologiques observées dans le foie (Van Marck et al., 1975 ; Grimaud
_et al., 1977a ; Andrade, 1965).

Alors que la pathologie hépatique de la schistosomiase hépatosplénique a été
l'objet de trés nombreux travaux, on notera curieusement que trés peu
d'auteurs ont tenté de distinguer dans cette pathologie la part des oeufs du

schistosome et les modifications liées aux substances que libere le ver adulte.

Nous avons montré l'existence d'une hépatite portale dans un modéle
d'infestation unisexuée male chez la souris. Cette hépatite portale prédomi-
nait dans les troncs principaux, et son importance était directement liée a la
charge parasitaire (nombre de vers présents) et a la durée de l'infection. Une
nette réaction fibreuse portale avait été observée au-dela de la
25eéme semaine d'infection (Baki et al., 1985). |

Dans cette seconde partie de notre travail, nous nous proposons :
- D'une part, de vérifier la reproductibilité du modéle d'infestation uni-
sexuée et des lésions induites, en particulier au cours de la phase chro-

nique.

- D'autre part, de tester l'effet d'un traitement antiparasitaire sur la stabilité

des lésions fibreuses.

- 66 -



RESULTATS

-67 -



1. HISTOPATHOLOGIE HEPATIQUE DES SOURIS TEMOINS

Au plan macroscopique, les modifications observées chez les souris infestées

et non traitées par le Praziquantel sont principalement :

- Un changement progressif de la couleur du foie, qui passe du marron clair
a la 5éme semaine, au brun foncé, allant parfois jusqu'au noir au cours de

la phase tardive de l'infection.

- Une hépatomégalie de plus en plus importante liée a la durée du parasi-

tisme.

1.1. LA PHASE AIGUE (PLANCHE 14)

Au cours de cette phase qui dure jusqu'a la Vingtiémé semaine d'infestation,
l'observation microscopique révéle une nette hyperplasie réticulo-endothé-
liale doublée d'une hypertrophie des cellules de Kiipffer qui apparaissent

chargées de pigment bilharzien.

De véritables phlébites affectent les vaisseaux portaux. Débutant par une
infiltration discrete a la cinquiéme semaine, elles évoluent au cours de la

maladie, et touchent plus de 80 % des espaces portes a la vingiéme semaine.
Les sections transversales montrent que cet infiltrat inflammatoire, composé
de monocytes, de macrophages, de polynucléaires, de lymphocytes et de

plasmocytes, n'est jamais homogene sur tout le pourtour de la veine.

La reconstitution des vaisseaux a partir de coupes sériées montre une distri-

bution irréguliére de l'infiltrat inflammatoire le long de ces veines.
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L'architecture du parenchyme hépatique est toujours préservée. Quelques

foyers de nécrose dus a I'embolisation de vers morts sont parfois observés.

A proximité des zones inflammatoires, le pole vasculaire des hépatocytes
montre une réduction des microvillosités de la membrane cytoplasmique
qui, de ce fait, apparait parfois presque linéaire. L'espace de Disse, élargi,

apparaft encombré de fragments cytoplasmiques.

1.2. LA PHASE CHRONIQUE (PLANCHES 15 ET 16)

A partir de la 25éme semaine d'infestation, tous les espaces portes montrent
des infiltrats inflammatoires limités a l'espace périvasculaire et composés de
monocytes, lymphocytes, plasmocytes (légeérement prédominants) et de
polynucléaires. Des oedémes de la paroi vasculaire avec infiltration cellu-
laire sont observés. Dans les principales branches de la veine porte, &
Vinfiltrat inflammatoire, se substitue une réaction fibreuse périportale com-
posée d'une population cellulaire mixte de cellules inflammatoires, et de

cellules du tissu conjonctif (fibroblastes, myofibroblastes).

L'imprégnation argentique montre une augmentation des fibres de réticu-
line autour des vaisseaux portaux. L'hyperplasie réticulo-endothéliale est

toujours importante.

Au plan cellulaire, les modifications pathologiques concernent tous les élé-
ments de la barriere vasculaire. Alors que I'endothélium est régulier dans
les segments vasculaires normaux ou peu modifiés, lorsque l'infiltrat
inflammatoire devient intense, les cellules endothéliales deviennent globu- -
leuses et se projettent dans la lumiere vasculaire. Leur pole basal est irréguA-'
lier et elles projettent, quelquefois, des pseudopodes dans l'espaces oedéma-
teux que l'on observe au niveau de la couche musculaire lisse. Focalement,
certaines cellules de I'endothélium montrent des images de dégénérescence

avec, notamment, de nombreux plis au niveau du noyau.
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La couche musculaire lisse montre une dissociation des cellules qui sont deés

~lors séparées par une matrice conjonctive intercellulaire.

Au-dela de la 35éme semaine d'infestation, l'infiltrat inflammatoire est
remplacé par des cellules du tissu conjonctif. Les principales branches de la
veine porte montrent un épaississement de la barrieére vasculaire da a

l'augmentation du collagéne sub-endothélial.

Le pdle vasculaire des hépatocytes sous-jacents aux espaces portes montre

une importante clasmatose.

Les sinusoides sont modifiés et presque totalement obstrués par les cellules

réticulo-endothéliales.

Le pole sinosoidal des hépatocytes montre parfois une diminution des
microvillosités assez importante. Le long de quelques sinusoides de grande
taille, situés a proximité de l'espace porte, un dépdt discret de type mem-
brane basale est observé; il est associé a des dépdts de collagéne intradissien
d'importance variable, élargissant l'espace de Disse. Lorsque cette fibrose
dissienne est importante, des fibres de collagéne sont parfois observées entre
les hépatocytes. Des cellules de Kiipffer et des cellules de Ito (ou lipocytes)

sont retrouvées au contact de I'espace de Disse.

Le marquage par immunofluorescence indirecte sur coupes de foie congelé
- prélevé au cours de la phase chronique, montre une localisation de la des-
mine autour des espaces portes fibreux.

2. HISTOPATHOLOGIE HEPATIQUE DES SOURIS TRAITEES

L'efficacité du traitement a été vérifiée de fagon systématique; a aucun mo-

ment nous n'avons retrouvé de vers vivants chez les animaux traités par le -

Praziquantel.
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2.1. ASPECT MACROSCOPIQUE ET MICROSCOPIE OPTIQUE (PLANCHE 17).

Les animaux traités présentent un état général visiblement meilleur des la
huiti¢éme semaine aprés la date du traitement. Ces souris sont bien plus

dynamiques que les témoins non traités.

Au plan macroscopique, le foie des animaux traités depuis dix semaines est
brun clair et montre quelques nodules blanchatres (généralement 4 ou 5) en
bordure des lobes hépatiques. La durée du parasitisme qui précéde la date du
traitement ne semble pas influer de maniére significative sur le résultat de
ce traitement. Dans tous les cas, l'hépatomégalié est absente. Cette amélioré-
tion est encore plus nette chez les animaux sacrifiés a la 35éme et

45éme semaine aprés le traitement.

L'observation microscopique réveéle que les nodules observés en bordure des
lobes hépatiques correspondent a des zones de tissu cicatriciel formé autour
de vers morts et désintégrés. Chez les animaux sacrifiés a la dixiéme
semaine apres le traitement, on peut quelque fois observer au milieu de ce

tissu cicatriciel, des traces de pigment noir, vestiges de l'intestin.

L'hyperplasie réticulo-endothéliale est trés faible. Les cellules de Kiipffer
chargées de pigment bilharzien, semblent localisées autour des vers morts et
a proximité de quelques espaces portes. Les travées hépatocytaires sont nor-
males. L'imprégnation argentique montre généralement une diminution de
-la réticuline autour des vaisseaux portaux, plus nette chez les animaux trai-

tés depuis 35 semaines et plus.

2.2, ASPECT ULTRA-STRUCTURAL (PLANCHE 18)
Au plan ultra-structural, les modifications les plus nettes sont celles que I'on

observe aprés 15 semaines de traitement au niveau de la matrice conjonc-

tive périportale. On remarque en effet une nette désorganisation des fais-
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ceaux fibreux qui perdent toute orientation et présentent des fibres de colla-
geéne de tailles différentes, souvent trés épaisses et montrant une torsion
hélicoidale, dispersées dans une matrice lache. Des fragments de fibres sont
quelquefois observés a l'intérieur de lysosomes secondaires dans le cyto-

plasme de fibroblastes ou de macrophages.

Un examen systématique des animaux révele de nettes variations quantita-
tives d'un lot de souris a l'autre. On peut remarquer que, plus le sacrifice est
tardif aprés le traitement et plus ce traitement est précoce, plus

I'amélioration est nette.

- 10eme semaine post-traitement: la fibrose portale est moins dense que
chez les animaux non traités. Des lysosomes secondaires englobant des
fragments de fibres de collagéne sont observés dans quelques fibroblastes.

- 15éme semaine post-traitement: la matrice conjonctive périportale
montre une trés nette désorganisation et des hyperfibres de collagéne

apparaissent a ce niveau.

- 352me semaine pbst-traitement : chez les animaux traités a la
15&me semaine d'infestation, le foie est pratiquement normal, avec un
parenchyme sain et des granulomes de vers beaucoup moins nombreux.
L'hyperplasie kupfférienne est nulle et le pigment bilharzien n'est plus
concentré qu'autour des granulomes de vers lorsqu'il en existe. A ce stade
plus rien, dans ce granulome fibreux, ne rappelle la structure du ver dés-

intégré.

Chez les animaux traités au stade chronique de l'infestation, soit apres
35 semaines et plus, le parenchyme hépatique semble normal. L'hyperplasie
kupfférienne est absente et les nodules fibreux sont rares. L'observation
ultra-structurale montre toutefois dans le cytoplasme de quelques hépato-
cytes, des structures fibrillaires semblables a des fibres de collagene. Ces fibres
sont présentes en groupes de moins de dix fibres au sein de dilatations du
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. reticulum endoplasrhfqué lisse et rugueux, et dans des vésicules golgiennes.
Elles sont similaires aux fibres de la matrice extra-cellulaire et plus abon-

dantes au pole vasculaire de I'hépatocyte (Planche 19).

Un marquage par immunofluorescence indirecte sur coupes semi-fines
montre une réaction positive pour les collagénes de types 1 et 3 dans le cyto-
plasme de ces hépatocytes, alors que pour le procollagéne 3 et les CB-pép-

tides, on n'observe pas de fluorescence.

Nous avons effectué sur coupes ultra-fines de ces prélévements un immu-
nomarquage des collagenes a l'aide de la protéine A, couplée a l'or colloidal.
Malgré l'altération due a la fixation osmique et a l'inclusion dans la résine,
cette technique a confirmé les résultats de l'immunofluorescence indirecte,
puisque les particules d"br se localisent exclusivement sur les fibres et a leur

voisinage immédiat dans le cas des collagenes de type 1 et de type 3.
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Dans la bilharziose chronique humaine ou murine, a S. mansoni, le foie est
le sidge de 1ésions importantes. Le premier site de ces lésions est le systéme
porte qui est exposé a l'agression permanente due aux substances antigé-
- niques libérées par les vers adultes et a la présence des oeufs embolisés dans
les petites veinules hépatiques (Andrade et al.,, 1971). La réaction inflamma-
toire initiale qui se produit a la suite de la présence de ces substances antigé-
niques au niveau de la barriére vasculaire est remplacée par une fibrose por-
tale dans la phase chronique de l'infection. Ces lésions représentent chez
I'homme, comme chez I'animal, les principaux facteurs pathogénes de cette
maladie (Andrade, 1965 ; Warren, 1978). '

Il est admis que le développemént de la fibrose peut résulter d'un processus
réparateur aprés nécrose cellulaire ou d'une rupture de l'équilibre entre
syrithése et dégradation du collagene (Rojkind et al., 1979 ; Rojkind, 1983),
comme il peut résulter d'une prolifération des cellules productrices de
collagéne (Dunn, 1980). A

Takahashi et al. (1980) rapportent que, lors des premiéres semaines de
l'infection bilharzienne, synthese et activité collagénasique sont toutes deux
présentes. Plus tard, l'activité de la collagénase, ainsi que d'autres protéases,
décroit rapidement tandis que la synthése du collagéne se poursuit, entrai-
nant son accumulation dans le foie (Takahashi et al.,, 1980 ; Cheever et al.,

1983). La fibrose prendrait alors progressivement place dans le foie.
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Il a ét¢ démontré par ailleurs, que le graulome bilharzien formé autour des
oeufs du schistosome, secrete des facteurs stimulant la prolifération et la
synthése du collagéne (Wyler et al., 1978, 1982, 1987). Une activité similaire
de stimulation des fibroblastes a été obtenue a partir de macrophages et de
lymphocytes isolés de granulomes bilharziens (Wyler et al.,, 1983 ; Wahl et
al., 1978). La sécrétion simultanée de cytokines et de facteurs spécifiques de
l'oeuf agit sur le tissu conjonctif et induit une sécrétion locale de plusieurs
composants de la matrice conjonctive (glycosamino-glycanes, fibronectine,
isotypes du collagéne) (Nishimura et al., 1985 ; Grimaud et al,, 1987).

Dans notre modele d'infestation unisexuée, l'architecture du lobule est tou-
jours préservée et les lésions cellulaires ne sont pas intenses ; I'hypothese
selon laquelle la fibrose observée serait la conséquence d'une nécrose cellu-
laire ne peut &tre retenue. De méme, l'action directe de facteurs provenant
du granulome dans l'induction de cette fibrose doit étre écartée du fait que
nous n'ayons utilisé dans notre expérimentation que des vers males. Une
autre cause doit donc étre recherchée pour tenter d'expliquer le développe-

ment de la réaction fibreuse portale.

Nous avons pu observer que l'importance des lésions était directement liée
a la durée de l'infestation ainsi qu'a la charge parasitaire (Baki et al., 1985).
On peut donc penser que dans la bilharziose hépatosplénique, les lésions
périportales ne sont pas la conséquence seulement du granulome, mais
qu'elles sont aussi liées a la présence du ver lui-méme et d'éléments autres

que I'oeuf.

La présence d'antigenes circulants et d'immun-complexes a été démontrée
aussi bien dans la bilharziose chronique (Santoro et al., 1979 et 1981 ; Au-
riault et al., 1983) que dans l'infection bilharzienne unisexuée expérimentale
‘chez la souris (Van Marck et al., 1981). Il semble donc possible que la
présence des substances antigéniques du ver dans la circulation sanguine
puisse augmenter la perméabilité de la couche endothéliale et entrainer la

diffusion de ces mémes substances a travers la barriére vasculaire. La réac-
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tion inflammatoire spécifique qui se produit dans la phase précoce au
niveau de l'espace périportal (Baki et al., 1985) conduit a localiser, dans ce
site, un grand nombre de cellules capables de relargage d'enzymes protéoly-
tiques. Une désorganisation de la paroi vasculaire, y compris la couche mus-
culaire lisse, peut se produire et augmenter la diffusion du sérum a travers
la barriere vasculaire. Une réaction fibreuse en résulterait et constituerait un

processus réparateur dans le site de l'agression.

Ross et al. (1973) ont démontré que l'endothélium intact joue un réle de
barriére a la pénétration de substances provenant du sang, certaines étant
capables d'induire la prolifération de cellules musculaires lisses et la sécré-
tion de la matrice extra-cellulaire. Les cellules musculaires lisses partielle-
ment dédifférenciées sont apparemment responsables de la sécrétion et de

l'accumulation des éléments composant la matrice conjonctive.

Plusieurs types cellulaires ont été impliqués dans le processus de fribrogé-
nése qui entraine une augmentation de la synthése des composants matri-

ciels.

- Les myofibroblastes ont été associés au processus de fibrose hépatique dans
la bilharziose hépatosplénique (Grimaud et al., 1977b; Andrade et al.,
1986), dans la cirrhose alcoolique (Lieber, 1983 ; Rudolph et al., 1979;
Nakano et al., 1982) et dans les cultures de cellules de foie bilharzien et

cirrhotique (Voss et al., 1982 ; Borojevic et al., 1985).

Il a été suggéré que ces cellules pouvaient jouer un réle déterminant dans le
processus fibreux. Leur origine fait encore 1'objet de controverses ; certains
auteurs considerent en effet que les myofibroblastes dérivent de fibroblastes
préexistants (Gabbiani et al., 1976), tandis que d'autres pensent que ces cel-
lules pourraient représenter des cellules musculaires lisses dédifférenciées
(Grimaud et al., 1977b).



En pathologie humaine, et dans la schistosomiase chronique a S. mansoni
en particulier, l'espace porte est le siége d'une fibrose extensive qui, selon
Grimaud et al. (1986), résulterait, entre autres, de la désorganisation de la
paroi vasculaire et de la dédifférenciation de cellules musculaires lisses en

myofibroblastes.

L'observation ultra-structurale nous a révélé la présence, dans les espaces
portes fibreux, d'un certain nombre de cellules présentant les caractéristiques
du myofibroblaste (Gabbiani et al,, 1981) sans toutefois en atteindre comple-
tement le profil. Elles présentent, en effet, un noyau a contour irrégulier et

un systéme fibrillaire cytosquelettique en relation avec des densifications

contre la membrane plasmique. Un marquage desmine-positif a été obtenu
par immuno-fluorescence indirefte sur des cellules dispersées dans ces
mémes espaces portes fibreux alors que chez les témoins, le marquage ne
souligne que la paroi vasculaire, la couche musculaire lisse plus précisé-
ment. On sait par ailleurs que le rrTyofibroblaste ne fait pas partie de la popu-

2

lation cellulaire normalement présente dans l'espace porte de la souris. Il
semble donc parfaitement plausi[ le que les cellules décrites ici appartien-
nent a un type cellulaire myofilTroblastique, issu de cellules musculaires
lisses ou de fibroblastes portawT ayant migré dans l'espace conjonctif et

acquis ce nouveau phénotype sous l'effet d'une cascade d'événements reliés

au signal antigénique du schistosome adulte.

Ainsi donc, l'augmentation relative, au niveau des espaces portes, de cel-
lules de type myofibroblastique, parfois associées a des cellules musculaires
lisses et/ou a des fibroblastes, nous fait supposer que la réaction fibreuse
portale observée au cours de la phase tardive de l'infection puisse dépendre

des facteurs suivants :

1) La diffusion permanente des substances antigéniques du ver a travers la

couche endothéliale.



2) La réaction inflammatoire qui en résulte et la désorganisTtion de

I'architecture de la barriére vasculaire.

3) La transformation de fibroblastes ou de cellules musculaires lisses en

myofibroblastes.

- Les cellules de Ito, ou lipocytes, localisées dans I'espace de Disse, semblent
jouer également un rdle important dans le processus de fibrogénese (Kent
et al.,, 1976 ; Canto et al., 1977 ; Tanaka et al., 1981 ; Knook et al., 1982 ;
Fiedman et al., 1975 ; Peyrol et al., 1988). On signale qu'en culture prolon-
gée, ces cellules présentent un phénotype rappelant celui des fibroblastes
(De Leeuw et al., 1984). Mais, bien qu'elles soient morphologiquement
voisines des fibroblastes, ces cellules possedent un cytosquelette qui les
rapproche plutdt des myofibroblastes (Bouliac-Sage et al., 1988). La des-
mine y a été détectée par des méthodes immuno-cytochimiques (Yokoi et
al.,, 1984) et la dénomination de "cellules hépatiques périsinusoidales
desmine-positives" a méme été proposée pour les désinger (Tsutsumi et
al., 1987). On signale enfin que le contenu de ces cellules en desmine aug-
mente dans les cas de lésions hépatiques (Ogawa et al., 1986).

| | |

- Par ailleurs, de nombreux auteurs ont signalé la capacité des hépatqfcytes a
produire du collagene in vitro (Sakakibara et al., 1976 ; Clémentii et al.,
1988) et dans des conditions pathologiques (Grimaud et al., 1980 ; Clément

et al., 1984 et 1986 ; Peyrol et al., 1988).

On sait que dans le foie normal, l'espace de Disse est caractérisé par l‘aiitbsence
de membrane basale et par la présence de fénestrations dans la couche endo-
théliale. Ces fénestrations permettent la projection de m_icrovillositéfs de la
membrane hépatocytaire dans la lumiere du sinusoide, et partant, ur!L trans-
fert rapide des constituants plasmiques et d'oxygene entre le sang et les

hépatocytes.

-79.-




Nous pouvons supposer que l'épaississement de la paroi endothéliale peut
étre la conséquence de I'hyperplasie kiipfférienne et endothéliale. La pré-
sence d'une membrane basale et de dépdts de collagene sous cette couche.
endothéliale pourrait étre interprétée comme un processus de capillarisation
des sinusoides déja décrit dans la bilharziose chronique humaine (Grimaud
et al., 1977), dans la cirrhose induite par le tétrachlorure de carbone (Stenger,
' 1966 ; Mac Gee et al., 1972 ; Okasaki, 1973) et dans 1'hépatite chronique active
(Bardadin et al., 1984 et 1985).

Les modifications pathologiques du micro-environnement cellulaire hépa-
tique et la prolifération des cellules de Ito dans notre modéle au cours de la
phase tardive, nous font supposer une participation directe de ces cellules
ainsi que des hépatocytes dans la synthése du collagene intradissien.

Une récente étude de l'effet d'un traitement curatif sur les lésions hépa-
tiques chez la souris (Andrade et al., 1986) a montré que ce dernier provoque
I'apparition synchrone du stade de résorption de la fibrose pour l'ensemble
des granulomes. Ce stade intervient aprés la mort du miracidium et repré-

sente le stade ultime de l'involution spontanée du granulome périovulaire.

L'augmentation du taux de transaminases, d'éosinophiles et d'anticorps,
observée par ailleurs dans le sang périphéﬁque de patients traités (Silva et
al., 1976) pouvait faire craindre une intensification des lésions par la libéra-
tion de substances antigéniques et toxiques consécutive a la destruction des

vers.

Cette supposition parait quelque peu exagérée car les observations montrent,
au contraire, que les signes pathologiques diminuent considérablement
(désorganisation des faisceaux fibreux, fragmentation des fibres de collagene

et disparition de beaucoup d'entre elles).

L'efficacité du Praziquantel dans la rév‘ersibilité des lésions fibreuses au

cours de la schistosomiase expérimentale murine a été rapportée par Morcos

-80-




et al. (1985). Cela est confirmé par l'étude de l'activité collagénasique au
cours du traitement (Emonard et al., 1989). D'autres auteurs observent une
résorption - du collagéne mais suggerent l'existence d'un stade
d'irréversibilité des lésions fibreuses (El Badrawy et al., 1988). Ils rapportent
en effet que, lorsque le traitement est administré au-dela de la douziéme

semaine d'infestation, les dépdts de collagéene ne diminuent plus.

L'étude de la phase tardive de I'évolution des 1ésions, soit au-dela de quatre
mois apres le traitement, démontre au contraire qu'il n'existe pas de stade
d'irréversibilité de la fibrose (Andrade et al., 1988).

Nos observations montrent une nette diminution des lésions fibreuses,
méme lorsque le traitement est administré a la 35éme semaine d'infestation.
Nous devons toutefois tenir compte du fait que, dans notre modeéle
d'infestation unisexuée, la phase d'apparition de la fibrose n'intervient qu'a

partir de la 25éme semaine d'infiestation.

Toutes ces observations confirniﬁent I'hypotheése selon laquelle le processus
de fibrolyse intervient dés que jcesse le stimulus de fibrogéneése. En détrui-
sant tous les vers en méme tefmps, le traitement entraine une évolution
synchrone au niveau de tous lesj espaces portes et permet au foie de retrou-

ver un aspect pratiquement normal au bout de quelques semaines.

Le phénomene de phagocyte duicollagéne a déja été observé, aussi bien dans
les fibroblastes que dans les macrophages, et interprété comme un méca-
nisme de résorption (Melcher et jal., 1981 ; Svoboda et al., 1981).

I a été montré dans le cas de I'involution postpartum de l'utérus chez le rat
(Henell et al., 1983) que trois mjécanismes possibles pouvaient étre considé-

rés dans la réduction de la taille de cet organe, l'autophagie, la phagocytose et

" la crinophagie. Dans ce dermer mécanisme, les cellules sécrétrices peu\ig,gﬂt-mw_
3

détruire une partie de leur propre sécrétion lorsqu'elle est en exces ; il ’3
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rait expliquer la présence de fragments de collagéne dans les vacuoles diges-

tives des fibroblastes.

Le collagene intrahépatocytaire que nous avons décrit nous semble étre plus
vraisemblablement le résultat d'une production de l'hépatocyte plutdt
qu'une dégradation par ce dernier, bien que l'origine du collagene intracel-
lulaire soit matiére & controverse. Pour certains auteurs en effet, ces struc-
tures fibrillaires représentent une accumulation de collagéne nouvellement
synthétisé (Trelstad, 1971 ; Trelstad et al., 1976), alors que d'autres pensent
que ce vmatériel provient de la matrice extra-cellulaire (Melcher et al., 1981).
Nous pensons, pour notre part, 2 une origine intracytoplasmique en nous

basant sur les faits suivants :

1) L'association de ces fibres avec la région golgienne suggérant un proces-

sus cellulaire sécrétoire.

2) L'absence dans les cellules de structures indentifiées comme lysosomes

secondaires.

3) L'absence de tout signe d'endocytose, les fibres étant exclusivement en-
fermées dans des vésicules golgiennes et citernes du reticulum endo-

plasmique.

4) L'absence de quantités importantes de collagéne dans l'espace extra-cel-
lulaire excluant la possibilité d'une récupération par l'hépatocyte de ce

collageéne extra-cellulaire.

La participation possible du traitement par schistosomicide dans ce phéno-
mene peut étre envisagée, puisque ces structures intracytoplasmiques n'ont
été observées que chez les animaux traités. On a montré qt.ie des substances
chimiques telles que la Colchicine ou la Vinblastine sont cal:?ables de bloquer
la sécrétion du collagene, alors que sa production se poursﬁit (Diegelman et
al., 1972 ; Fernandez-Madrid et al., 1981 ; Scherft et al., 19875; Cho et al,,
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1985). Le transport du site de la synthése a la membrane cellulaire est donc
perturbé. Bien que la formation complete de fibres de collagéne dans
I'environnement intracellulaire n'ait pas été démontrée comme un proces-
sus normal, on rapporte que les hépatocytes sont capables d'en produire
in vitro et dans des conditions pathologiques (Diegelman et al., 1983 ; Clé-
ment et al., 1986). Quoiqu'il en soit, nos observations tendent a prouver, une
fois de plus, que les hépatocytes sont impliqués dans le processus de fibrogé-

nese.
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CONCLUSION



Dans la premiére partie deice travail, I'approche ultra-structurale du schisto-
some adulte et de sa cercaire nous a permis de mettre en évidence deux types

de caracteres :

1) Des caracteres liés 4 la vie parasitaire et que le schistosome partage avec
|

d'autres Trématodes Dijgénes. Ce sont principalement :
|

la structure syncytiale du tégument,

la musculature, f
|
i

l'appareil excréteur ou osmorégulateur,

I'appareil génital «femjelle.

2) Des caracteres spécifiques de Schistosoma mansoni comme la gonocho-
rie et la structure du ﬁagelle spermatique, avec ses neuf doublets péri-
phériques dépourvus de bras et la présence, dans la région centrale, d'un

matériel dense non tubulaire.
La comparaison des téguments de la cercaire, stade vivant en eau douce, et

du ver adulte sanguinicole, fait apparaitre des modifications ultra-structu-

rales qui semblent liées au réajustement osmotique du parasite en milieu
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sanguin. Ainsi en est-il de l'invagination de la membrane tégumentaire
interne et de la présence d'une couche fibreuse dense sous la membrane
tégumentaire externe, qui ne sont en fait que des spécialisations de struc-
tures préexistantes. Quoiqu'il en soit, les variations qui apparaissent au
niveau du revétement du corps, ne remettent pas en cause sa structure
typique avec une couche syncytiale superficielle anucléée et des corps cellu-

laires profonds.

L'appareil excréteur et 'appareil génital femelle, structures situées loin des

contraintes sélectives, restent comparables chez tous les Trématodes.

Les récepteurs multiciliés, probablement des chémorécepteurs, décrits chez
la cercaire, ont probablement un réle complémentaire des récepteurs unici-

liés qui apparaissent plutot comme des mécanorécepteurs.

Dans la seconde partie de notre travail, I'étude des modifications patholo-
giques produites chez la souris par l'infection unisexuée chronique a Schis-

tosoma mansoni nous a permﬁs de montrer:

1) Que le tissu hépatique est le siege de 1ésions importantes, caractérisées
par une réaction inflammatore péri-portale initiale, relayée par une

fibrose portale et dissiennfz au cours de la phase chronique de l'infection.

L'absence d'oeufs, et partant de granules périovulaires dans notre
modele, nous a permis de conclure que ces lésions étaient exclusivement
dues aux substances antigéniques et toxiques libérées par les vers dans la
circulation hépato-mésentérique. Les substances liées au ver adulte
constituent donc une part non négligeable de l'ensemble des facteurs

induisant la pathologie de la bilharziose hépatosplénique.

2) Que plusieurs types cellulaires sont impliqués dans le processus de
fibrogénese. Les fibroblastes et les myofibroblastes participent a la syn-

these de la matrice conjorflctive portale, tandis que les cellules de Ito et, a

! - %.-



3)

un degré moindre, les hépatocytes, sont a l'origine de la fibrose de

l'espace de Disse.

Enfin, que le traitement[ antiparasitaire par le Praziquantel est a I'origine
d'une nette diminution des lésions, aussi bien au niveau des. espaces
portes que du parenchyme hépatique. La disparition du signal antigé-
niqué lié au ver adulte entraine une réduction notable des manifesta-
tions pathologiques et la mise en roﬁte d'un processus réparateur,
confirmant 'hypothese selon laquelle le processus de fibrolyse inter-

vient dés que cesse le stimulus de fibrogénese.
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