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Laboratoires CIBA, Bile (Suisse)

Le devenir et la signification des ceufs morts de
Schistosoma mansoni dans la paroi intestinale
de la souris

Par C. R. LAMBERT., H. STRIEBEL et P. STAUFFER

GONNERT (1) a montré que les ceufs de Schistosoma mansoni
mourraient en 3 semaines dans les tissus de I'hdte. 11 a déerit le
devenir des wufs et des parasites dans le foie ; la littérature, &
notre connaissance, est muette sur le devenir des ccufs dans la
paroi intestinale, & 'exception du travail de VOGEL & MINNING (2),
qui expose entre autre I'action du tartre émétique, de la Fuadine et
de I'émcétine sur la ponte et les ceufs tissulaires. Les schistosomiens
traités et apparemment guéris, peuvent ¢liminer des ceufs morls
pendant plusicurs mois ou méme 2 ans dans 2 cas de DA SILVA (3).
Tant que les ceufs ne montrent aucun signe de viabilit¢ au test
d’¢éclosion des miracides ou a P'oogramme de Pellegrino, il est im-
possible d’affirmer la rechute ou la récidive. Ces derniéres sont
conditionnées par une reprise active de la ponte. La ponte re-
prendra a partir de parasites ayant récupéré leur fonction d’ovu-
lation apres un traitement insuffisant, ou a4 partir de réinfestations,
ou encore a parlir de schistosomules réfractaires au moment du
traitement. Dans le premier cas, la fonction d’ovulation peul avoir
¢1é perlurbée de telle facon que la réversibilité fonctionnelle de la
ponle soil encore possible ; dans le second, la protection a la ré-
infeclion aurait disparu ou ne se serait jamais produite ; dans le
troisicme les schistosomules réfractaires a la thérapeutique auraient
continu¢ leur évolution vers la maturation sexuelle.

[’¢limination d'eeufs morts peut-elle persister longtemps en
'absence de tout parasitisme ? C'est le probleme que nous avons
essaye d'¢lucider. Le phénomeéne ne pourrait alors s’expliquer que
par la persistance d’élimination d’ceufs d’origine tissulaire, pondus
avant le traitement.

Si la persistance d’eeufs morts est conditionnée par la présence
de parasites femelles ayant survécu au traitement, mais ayant ¢té
endommagées de telle facon qu'une ponte aberrante soit possible,
on ne peut que conclure a la faillite parasitologique du traitement.

La solution du probléeme débouche sur lattitude a adopter en
thérapeutique : est-il utile et nécessaire de retraiter les malades qui
continuent d’éliminer des ceufs morts 2 A quel moment faut-il
envisager de répéter le traitement antiparasitaire ?
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1. Matériel et méthode

Nous avons déterminé la durée de persistance des ceufs dans la
paroi intestinale (gréle et colon), en 'absence de tout parasitisme
controlé a Pautopsie. Nous avons comparé le comportement des
ceufs tissulaires lors d'une infestation active persistante a celui ot
le parasitisme avait ¢l¢ ¢liminé, par un lraitement au nitrothia-
midazole ' [examen a ¢L¢ pratiqué par ouverture de Uintestin el
¢talement entre lame et lamelle. Le foie a chaque fois été examiné
par ¢erasement entre 2 plaques de verre.

a) Un groupe de 60 souris blanches, femelles, souche Buch-
meier, a servi de controle et n'a pas été traité. L'évolution des
ceufs lissulaires a done ¢té étudice en présence d'une infection
active. Pour ¢viler une trop forte mortalité due a I'infection, celle-
ci fut pratiquée avee un nombre de cercaires réduit & environ 60
par animal, d'une souche de Schistosoma mansoni recue de
Mwanza *, mainltenue en  laboratoire sur Planorbis  glabratus
comme vecteur.

b) Un second groupe de 200 souris (femelles Buchmeier) a été
infect¢ uniformément par environ 100 cercaires, par la méme
souche de Schistosoma mansoni. L'infection fut pratiquée a la
seringue, par voie sous-cutanée.

8 semaines apres U'infection, 120 souris ont été traitées par voie
orale, & raison de 100 mg/kg/jour. pendant 10 jours consécutifs,
au nitrothiamidazole.

Pour chacun des groupes, 3 & 6 animaux furent sacrifiés, selon
les s¢quences suivantes :

—— irré¢gulierement, avee 7 examens en tout, pendant 42 se-
maines pour le premier groupe ;

—— régulicrement loutes les 2 semaines pendant 24 semaines el
loules les 3 semaines de la 24¢ 4 la 52° semaine pour le
second groupe.

A Tautopsie, nous avons toujours procédé a la recherche des

parasites et de leurs ccufs dans le foie et intestin (gréle et colon).

2. Reésultats
Dans le groupe des animaux traités, le traitement fut actif &

100 %, en ce sens que tous les animaux aulopsiés ont montré une
absence complete de tout parasitisme actif. Nous avons ainsi dis-

U Nitrolthiamidazole = 1-(5-nitro-2-thiazolvl)-2-imidazolidinone =
CIBA 32644-Ba, récemment commercialisé sous le nom d’AMBILHAR®,

2 Cette souche nous a été aimablement fournie par le Dr P, Jordan, E. A. In-
stitute for Medical Research, Mwanza (Tanzania),
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posé¢ d’animaux parasitologiquement guéris, chez qui la ponte
avait duré pendanl 2 4 3 semaines au maximum.

Dans ce méme groupe, la persistance d’oeufs et de parasites en
voie d’aulolyse dans le foie ne fait que confirmer ce que GONNERT
a si magistralement déerit. 52 semaines apres la fin du traitement,
on trouve encore chez la souris, dans les zones périphériques des
lobes hépatiques, des ceufs morts, du pigment et des fragments de
parasites.

A Souris non traitées, groupe de controle

A tous les examens, & partir de la 10° semaine apres infection,
on rencontre dans la parol intestinale du gréle et du colon des
cculs a tous les stades d'évolution, La répartition des différents
stades évolutifs est tres irréguliere, avec des plages d'eufs em-
bryon¢s (photo 1), d’autres de « black-eggs » (photo 2) ou d’ceufs
vides (photo 3) de leur contenu: ailleurs on observe des plages
avee des ceufs & tous les stades de développement (photo 4).

L’¢volution de la proportion respeclive des différentes formes
d’ceufs, en fonction de la durée de 'infection aclive, est difficile a
estimer. Suivant la zone examinée, on observe des chapelets d'aeufs
tous au méme stade : ailleurs les stades se superposent les uns aux
autres. La formation des granulomes périovulaires s’accentue,
lorsque l'ocuf passe aux stades de dégéncérescence du miracidium.

I1 apparait, a Uestimation grossiere, qu’il n’existe pas de relation
directe entre la concentration des ceufs dans les tissus et la durce
de l'infection. L apport constant de nouveaux cufs est partielle-
ment compensé par une ¢limination importante d'ocufs viables et
d’ecufs morts : tant que la production d'aeufs nouveaux persiste,
I"'¢limination est importante.

B. Souris traitées et déparasitées

8, 10, 12 ¢l 14 semaines apres le traitement, Uintestin gréle et le
colon ne contiennent plus que des chapelets (pholo 5) ou des nids
(photo 6) d’eufs morts, pigmentés ou vidés de leur contenu
(photo 7). Plus tard, de la 16¢ & la 52¢ semaine, sans qu’on ait pro-
cédé o une estimation quantitative rigoureuse, il apparail que la
concentration d’eeufs devient nettement moins dense. Nous inter-
prétons ce phénoméne comme une ¢limination partielle des ceufs
tissulaires par les selles, pendant cette période d’observation.

Les ceufs se présentent toujours, aux différentes séries d’exa-
mens, soit uniformément noirs (photo 8), soit particllement, avec
une ou Iautre extrémité ou le centre moins pigmentés (photo 9),
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Leégende. Toules les images repriésentent les ceufs de S.omonsoni dans la paroi
de lintestin,

Plancihe |

6
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soit enfin sous forme de < coques vidées de leur contenu »
(photo 10): ces derniéres gardent géncéralement leur forme pri-
mitive, avee I'éperon bien visible : elles sont toujours divisées par
une image en flammeche, qui part de la partie la plus pointue de
Foeul et de la Tace opposée & celle de I'éperon @ elle correspond a
Fouverture créce par la libération du miracidium. Nous interpré-
lons cette image comme le résullat d'une ¢elosion miracidienne
in situ, 'image de « black-cggs » ¢tant celle ot le miracidium est
resté captif de Ia coque ovulaire il dégéncere alors sous forme de
granulations grossieres, avee des plages plus ou moins pigmentées
(photo 11 et 12). Comme 'image de « coques vides » el de « black-
eges oy se renconlre aussi bien chez les souris trailées ue non trai-
tées, nous admeltons (u’il s'agit d’'un phénomeéne normal d'évolu-
tion des ccufs el non d'une ¢volution particuliere due au traitement.

Les ceufs morts sont géncralement enlourcs, par groupes de 1
a o ¢léments, d'une réaction lissulaire, sous forme de granulomes
plus ou moins coalescents (photo 9), suivanl la densité des ceufs.

La proportion des « black-eggs » par rapport aux « coques
vides » ne varie pas de facon appréciable pendant les 52 semaines
d’'observation. (Cest encore un argument pour lexistence d'une
¢elosion miracidienne dans les tissus, qui ne peut a priori se pro-
duire que pendant les 3 semaines de viabilit¢ de ecuf. Comme on
peut trouver des coques vides sans résidu de miracidium dans le
granulome, '¢celosion et la migration du miracidium ont di se
produire avant la réaction granulomateuse. Les conditions avant
permis au phénomene de se produire restent obscures, quand on
pense a celles qui sont nécessaires a 1'éelosion miracidienne nor-
male dans I'eau.

[.a coloration & la ninhydrine (hyvdrale de triceto-hydrindene),
par incubation pendant 24 h a I'étuve & 377 dans une solution
saturée fraichement préparce (technique de BELL [4]), de frag-
ments d'intestin, soumis préalablement & une digestion enzyma-
tique trypsinique (technique de BENEX ), montre que:

B

Photo {. (Ilufs embryonnés chez la souris infectée de 42 semaines, non traitée.
Ech. 100/1.

Photo 2. « Black-eggs » chez la souris infeclée de 12 semaines, non traitée.
Ech. 100/1.

Photo 3. « Coques vides » chez la souris infectée de 42 semaines non traitée.

Ech. 100/1.

(IZufs 0 tous les stades d'évolution, dans une méme plage, chez la

souris infectée de 42 semaines, non traitée. £ceh. 100/1.

Photo 5. Plage de « black-eggs » en chapelet, 8 semaines apres le Iraitement.
Eeh. 30/1,

Photo 6. Plage de < black-eggs » en nid, 52 semaines aprés le lrailement.
Ech. 10/1.

Photo 1.

-~
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— les « black-eggs » prennent la coloration pourpre de Ruhe-
mann de fagcon irrégulicre. Lirrégularité de la coloration
porte aussi bien sur sa répartition dans Uocuf, que sur le fail
(que certains ceufs se colorent, d’autres pas.

— les « coques vides » ne prennent pas le colorant. Certaines
cependant, en particulier celles ou persistent des traces de
pigment, peuvent montrer de petites taches rouges bien loca-
lisées ;1 il s’agit alors de résidus vitellins ayant persisté
dans la coque.

La ninhydrine réagit avece cerlains amino-acides des protéines ;
la différence de coloration observée entre les « black-eggs » el
les « coques vides » semble indiquer que le pigment des « black-
eggs » est di & la présence du miracidium dégénére dans Deculf.
Les « coques vides » ne peuvent alors s’interpréter que par I'éelo-
sion du miracidium in situ.

Ainsi la morphologic de la coque ovulaire vide, son inaptitude
a prendre la coloration & la ninhydrine, un rapport identique (a
Iestimation grossiere) entre « black-eggs » et « coques vides » pen-
dant 52 semaines d’¢volution, représentent un faisceau d’argu-
ments pour interpréter la signification des « black-eggs » comme
des ceufs ou le miracidium a dégénéré dans eeuf lui-méme, la
signification des « coques vides » comme des ccufs ot I'éclosion
miracidienne s’est produite in situ, pendant la phase de viabilité
de T'ocul,

3. Conclusions et discussion

Les conclusions qui ressortent des ¢tudes rapportées peuvenl

s‘exprimer de la facon suivante :

— la persistance d’ocufs morts dans la paroi de Uintestin gréle
ct du colon, et leur ¢limination intermittente peut durer
longtemps, en 'absence de tout parasitisme actif. Chez des
souris ou la ponte n'a duré que 2-3 semaines, on trouve
cencore des ceufs morts 52 semaines apres le traitement ;

Photo 7. Plage de < black-eggs » et de coques vides, 12 semaines apreés le
traitement. Ech. 30/1.

Photo 8. « Black-egg », uniformément noir, avec quelques coques vides, 27
semaines apres le traitement. Ech. 100/1.

Photo 9. « Black-eggs » avee différentes réparlitions de pigment, 36 semaines
apres le traitemenl. Ech. 100/1.

Photo 10. Détail d'une coque vide, avee fente en flammeéche, 27 semaines aprés
le traitement. Ech. 300/1.

Photo 11 et 12. Délail de « black-eggs », avee différentes répartitions de pig-
ment, chez la souris infectée de 10 semaines, non traitées.
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— la signification des ceufs morts ¢liminés est une ¢limination
intermittente & partir d'eeufs tissulaires, qui persistent sous
la forme de « black-eggs » quand le miracidium a dégénéré
au sein de I'ecuf, ou sous la forme de « coques vides » quand
le miracidium a éclos pendant la période de viabilité de
I'eeul :

— la concentration ovulaire dans la paroi du tube digestif n’est
que partiellement proportionnelle & la durée de I'infection.
Tant qu'un parasitisme actif persiste, '¢limination d’ceufs
est importante, aussi bien celle d’ocufs viables que d’oeufs
morls, ¢t par la empéche relativement une haute concen-
tration tissulaire des ceufs ; cette ¢limination sTamenuise des
que Papport d'ecufs nouveaux s’arréte, pour devenir irré-
gulicre ; elle finit vraisemblablement par s’arréter, laissant
dans les tissus des ceufs morts, comme témoins de la para-
sitose.

Si nous transposons ces notions en clinique humaine, i1l apparait
superflu de retraiter un malade qui n’¢limine que des ceufs morts.
Seules la réapparition ou la persistance d’ecufs viables, jugées au
test d’¢closion miracidienne, ou a la biopsie rectale, représentent
I'indication d'un nouveau traitement spécifique.

Bien entendu au niveau du malade, le contexte clinique, 1'évolu-
tion de I’¢cosinophilie et des différents tests immunologiques mé-
ritent attention ; les critéres parasitologiques ne sont en effel
relativement absolus que chez 'animal de laboratoire autopsié.
Pour la pratique, il nous est toutefois apparu important de déter-
miner avec certitude le devenir des ceufs tissulaires dans la paroi
intestinale, quand tout parasitisme actif avait ¢té éradiqué. lLa
notion que des ocufs morts peuvent encore étre retrouves pendant
des mois ou des années, apres la guérison parasitologique, est loin
d'¢tre admise partout. 11 est pourtant facile d’imaginer ce qui se
passe chez le bilharzien ot la ponte a duré des années, en trans-
posant ce (que nous avons observé chez des souris infectées, traitées
apres 2 a3 semaines de ponte active el controlées pendant 52 se-
maines. Nous arrivons aux meémes conclusions que DA SILVA (3)
avait formulcées. La biopsie rectale répétée montrait la présence
d’eeufs morts, sans aucun ceuf viable, encore 2 ans apres le traite-
ment, chez 2 de ses malades : il concluait que ces malades, par-
faitement bien cliniquement, ¢étaient parasitologiquement guéris.
Nos observations apportent la preuve que cette interprétation est
dans le domaine du possible. Toutefois on pourrait aussi expliquer
les observations de DA SILVA comme une immunité¢ acquise contre
la ponte ovulaire, avece persistance du parasitisme. L’étude de
I"évolution de I'¢osinophilie et des anticorps aurait pu apporter des
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arguments en faveur de 'une ou de 'autre hypothese. LL’hypothese
immunologique pourrait expliquer la présence d’anticorps bilhar-
ziens circulants chez des individus certainement infectés, mais
n'¢liminant pas d’eeufs.
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Zusammenfassungy

Nach einer Behandlung mit Nitrothiamidazol wurden bei mit Schistosoma
mansoni infizierten Miusen wiihrend 52 Wochen tote Eier im Gewebe nach-
gewiesen. Die Bedeutung dieser toten Lier, die in Form von «black-eggs> oder
leeren Hillen vorgefunden werden, kann auf Grund der Morphologie, des be-
sonderen fiirberischen Verhallens bei Ninhydrin-Firbung in ihrer relativen
Gewebekonzentration abgeschiitzt werden. Die beschriebenen Vorgiinge an den
Eiern scheinen einem natiirlichen Verlauf zu entsprechen und sind nicht auf
die durchgefiihrte Behandlung zuriickzufiihren.

Werden die Ergebnisse aus diesen tierexperimentellen Untersuchungen auf
die Humanmedizin iibertragen, mul} gefolgert werden, dall allein das Wieder-
auftreten oder die Persistenz von lebenden Eiern die Indikation fir eine spe-
zifische Behandlung abgibt, wenn man sich ausschlieB8lich auf parasitologische
Kriterien stiitzen will.

Summary

In mice which had been infected with Schistosoma mansoni, but which
no longer displaved any signs of active parasitism following treatment with
nitrothiamidazole, non-viable eggs nevertheless persisted for 52 weeks. The
authors give their interpretation of this finding.

The significance of the non-viable eggs, referred to as “black eggs™ or
“empty shells™ is evaluated on the basis of their morphology, their reaction to
ninhydrin staining, and their relative concentration in the tissues. The evolution
described appears to be normal and not due to the treatment,

If these findings obtained in the animal are applied to man, it may be
concluded that, as far as parasitological criteria are concerned, only the
re-appearance or persistence of viable eggs constitutes an indication for
renewed specific treatment,
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