DONNEES CYTOLOGIQUES ET HISTOCHIMIQUES
SUR L’HEMATOPHAGIE
CHEZ HAPLOMETRA CYLINDRACEA (1) ZEDER 1800

Par L. ARVY

I’hématophagie des Trématodes parasites des Vertébrés est .
admise par la plupart des parasitologues (Brumpt, 1936 et 1949 ;
Neveu-Lemaire, 1936), mais je n’ai pu trouver, dans les publications
qui m’ont été accessikles, aucune précision sur cette hématophagie,
en particulier aucune donnée sur le devenir du sang ingéré par le
parasite. L’autopsie d’un lot de Rana temporaria L., males, capturés
dans la région de Nancy el mis en expérience pour une recherche
d’ordre hématologique, m’a permis de récolter un certain nombre
d'individus de Haplometra cylindracea Zeder. Le Professeur M. Pre-
nant, & qui j’avais fait part de ma trouvaille, m’a conseillé de préciser
la réalité de cette hématophagie et d'en étudier les aspects histo-
chimiques. Les résultats de cette investigation sont rapportés ci-des-
sous,

1. Matériel et techniques

Certains parasites ont été examinés vivants, entre lame et lamelle,
dans une goutte de solulion physiologique. D’autres ont été étudiés
en place, sur coupes en série du poumon prélevé in toto, fixé au
liquide de Bouin, inclus & la paraifine, débité en coupes sériées et
coloré par les méthodes générales (hémalun-picro-indigo-carmin,
Mann-Dominici, Azan). D’autres enfin ont été retirés du poumon et
fixés par le liquide de Maximow, par celui de Champy, par celui de
Regaud, par celui de Carnoy, et par le formol salé, en vue de 'étude
cylologique et histochimique du parasite.

(1) La détermination de ce distome a £¢t¢ assurée par R.-Ph. Dollfus, a qui
je renouvelle mes trés vifs remerciements.

AxN, pe Panasrrorocie, v, XXV, % 1-2, — 1950, p. 27-36,
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L’hémoglobine a été recherchée sur coupes a la paraffine, par le
procédé de Dunn, et sur coupes a la congélation par celui de Fautrez
et Lambert.

La recherche des porphyrines a ¢été faite par fluoroscopie, sur
matériel frais.

Les pigments biliaires ont été mis en ¢vidence par la réaction de
Stein.

Le fer ionique a été recherché par la réaction de Tirmann et
Schmelzer, le fer total par micro-incinération au four de Policard.

Cette recherche de I’hémoglobine et des produils de son méta-
bolisme a été complétée par quelques techniques cytologiques et
histochimiques générales, destinées & fournir des précisions sur les
constituants nuecléaires et cytoplasmiques de I'épithélium des
ceecums digeslifs. J’ai étudic les structures nucléaires par coloration
- ’hématoxyline ferrique et au vert de méthyle-pyronine, -avec
controle par une ribonucléase pancréatique, les lipides par impré-
gnation osmique et par coloration au noir Soudan B, le glycogéne
par coloration au carmin de Best et le chondriome par coloration
suivant Altmann-Gabe.

2. Résultats
a) Mode de fixation du parasite et réactions du poumon de I'hote

Le parasite semble se fixer a 1’épithélium pulmonaire de I'hote
avant tout par la ventouse venlrale. Les coupes en série permettent
de saisir Ieffondrement des logettes pulmonaires par le tégument
¢chinulé du parasite et I'ingestion de sang au niveau de la ventouse
antérieure au fond de laquelle s’ouvre le pharynx.

La présence des Trématodes détermine une réaction intense du
poumon de I'hote. L’épithélium pulmonaire, qui est pavimenteux,
devient cylindrique, un chorion se différencie au-dessous de I’¢pi-
thélium et les muscles des logettes acquiérent un développement
important. Il n’y a, par contre, aucune manifestation inflammatoire,
aucune congestion, ni accumulation de leucocytes. On ne trouve
jamais de coagulum fibrineux au contact du parasite ; il faut done
se demander si ce dernier ne séeréterait pas une substance anti-
coagulante.
~ La comparaison de ces I¢sions pulmonaires de la grenouille para-
sitée avec les lésions pulmonaires déterminées chez 'Homme par
Paragonimus ringeri Cob. fait ressortir un certain nombre de diflé-
rences. La constitution anatomique du poumon de la Grenouille fait
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comprendre I'absence de formations kystiques d’origine bronchio-
laire ; par contre, 'absence de réaction inflammatoire est plus éton-
nante. Je n’ai jamais observé de cellules géantes analogues a celles
signalées dans le poumon humain parasité par P. ringeri (Katsurada,

Fic. 1. — Détail d’une coupe de poumon de Rana temporaria I.. Bouin, hémalun-
picro-indigo-carmin. Remarquer effraction des logettes pulmonaires et les
érythreeytes extravasés, le tégument échinulé du parasite, le perenchyme avee
les grandes cellules granulevses, les follicules vitellogénes.

1900), ni de leucocyles ¢osinophiles ou basophiles, comme I’a signalé
Brumpt (1909) au cours de la distomalese pulmonaire humaine. La
réaction inllammaloire, & mononucléaires chargés de débris phago-
cylés, constatée par Feldmann et Essex (1929), au cours de la disto-
matose pulmonaire provoquée par Paragonimus kellikotti chez le
Chat, fait également défaut. i
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b) Localisation de 'hémoglobine et de ses dérivés dans le corp$
de Haplometra cylindracea Zed.

Dés I’examen a frais, ’hématophagie de H. cylindracea ne fait
aucun doute : les ccecums digestifs, depuis la ventouse ventrale jus-

t;—._io'ot

I1c. 2. — Détail d’une coupe de poumon de Rana temporaria L. Bouin, Mann-
Dominici. Remarquer Peffondrement des logettes pulmonaires, les érythro-
eyles extravasés et les érythrocytes dans la lumicére de la ventouse buceale.

qu’a leur terminaison, contiennent des ¢érythrocytes, et ces derniers
subissent un brassage continu du fait des contractions musculaires.

L’examen des coupes colorées par les méthodes générales montre
que les ciecums digestifs du parasite contiennent en abondance
variable, suivant les individus, des ¢léments cellulaires ovoides,
pourvus d'un noyau allongé et d’un cytoplasme franchement acido-
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F16. 3. — En haul, coupe de poumon normal. Les ¢rythroeytes présents dans les
logettes pulmonaires ont pénétré au moment du prélévement du tissu. L'épi-
thélium pulmonaire est plar, la musculeuse est mince, Bouin, Azan. — En
bas, coupe d'une paroi de logette pulmonaire chez une grencuille parasitée
par Haplometra cylindracea Z. Remarquer I’épithélium cylindrique, le cho-
rion, I’hypertrophie de la musculeuse. Méme technique, méme grossissement.

phile: Tous les caractéres morphologiques permettent d’affirmer
qu'il s’agit d’érythrocytes de Grenouille, les uns en bon état de
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conservation, les autres plus ou moins altérés. Ces allérations por-
tent tant sur ie noyau que sur le eytoplasme. ; le noyau est gonflé, il
a perdu sa structure, il est devenu homogéne, et son.affinité pour
les colorants basiques est diminuée ; le cytoplasme des ¢érythrocytes
en voie de lyse est ¢talé, a contour irrégulier, encoché ou indistinct.
Parfois toute limite cellulaire a disparu et il n’existe dans les
cecums que des amas amorphes et acidophiles.

Les réactions peroxydasiques de I’hémoglobine sont fortement
positives au miveau du contenu intestinal, qu'il s’agisse d’érythro-
cyles encore intacts ou d’amas amorphes. La réactiorcde Fautrez et
Lambert ainsi que celle de Dunn confirment 'examen.in vivo et les
données morphologiques. Leur netteté est telle que je n’ai pas mis
en ceuyre 'examen: microspectroscopique, qui, avee 'appareil dont
je pouvais disposer, ne m’aurait pas permis: une localisation &
I’échelle cellulaire.

Fortement positives: au niveau du’ contenu intestinal, les deux
réactions peroxydasiques mentionnées sont négatives dans toutes les
autres parties du corps de T'animal. L’épithélium intestinal lui-
méme reste toujours incolore aprés réaction au zine-leuco et tranche
nettement sur la teinte verte du contenu intestinal.

Examiné en lumicére ultra-violette, aprés montage & la glycérine,
le contenu cwecal est dou¢ d’une forte {luorescence: primaire. rouge
il contient done des porphyrines. Je n’ai pu, pour des raisons d’ordre
matériel, faire le spectre de fluorescence, seul caractéristique, ni éta-
blir I'existence. ¢ventuelle de porphyrines dans I'épithélium caecal.

Malgré des essais répétés, je n’ai jamais pu mellre en évidence de
fer: figuré” dans lorganisme de Haplometra cylindracea Zed. Le
contenu intestinal lui-méme en est dépourvu. Le démasquage 2
I’alecool-acide, suivant McCallum, n’en fait. pas apparaitre.. Tous
différents sont les résultats de la micro-incinération ; 'examen des
spodogrammes montre. que.le. Trémalode est au contraire trés riche
en fer total, et cette notion, jointe & I'absence de fer ionique, permet
d’affirmer que la totalité du fer contenu dans le corps du parasite
existe en liaison (rés solide avee des composés organiques.

Le contenu intestinal donne des cendres rouges en plus ou moins
grande abondance ; la comparaison des spodogrammes faits sur des
coupes-voisines.de celles colorées par les méthodes. topographiques
prouve que celte abondance est liée & celle des ¢rythrocytes.

Une deuxi¢me accumulation de cendres rouges marque le pole
basal des cellules cwecales.

Les grandes cellules du parenchyme du Trématode contiennent
cgnlcmenl du fer ; celle localisation est surtout nette vers I’ e\trcmm,
antérieure du corps.
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Fig. 4. — Cwxcum de
Haplometra cylindracea
Z. Carnoy, vert de mé-
thyle-pyronine. En haut
Ia lumiére du cmeum,
avec des dcbris d’éry-
throeytes de Rana tem-
poraria L. Les forma-
tions ergastoplasmiques
riches en ribonucléines
sontabondantes, le
noyau contient toujours
un nucléole riche en

ribonucléines.
1. 5. — Caxcum de Ha-

plometra cylindracea Z.
Regaud, Altmann-Gabe.
Le chondriome est cons-
titud¢ essentiellement
par des mitochondries :
rares au pole basal et
au  podle apical, elles
abondent dans la région
supra-nucléaire de la
cellule caccale.

MassoN ET C', EpITEURS



i VREH o i T A o AT F P o | . b oy T TFEES
VR o et e
» i) 18 - oL ="
2 2T i ‘ 1 e
e God ‘ -
s d i
=
v"‘ - LN s .
" . . AL . -
1 [ M -
.
. 4
. . "
.
" -
- -
- -
- -
= ‘;’- 1 .
wll = w .
n -
.. B o
.
- % "
N 4
4
1
L] - “
- L4 - B .
N > - N 3
% - i 1
> Wt - - ‘4
i B . . B
- i -
» N o -
v ) N
" :
- - .‘ - N - 'I
[ . 4 R .
- .
- N ¥ -
- o -
- - -
o - N B X
. v
= - s
- : .
- B - v
: .
«
- a
. v
- g - b [ " N
] L - -
ln B - o
N " v .
P i Lo T i .
o -
i -
i
o A
_‘. o .
« -
o "
. -
= - i
. o o
_- - 4 ot
N .
- -
N . .
I X s any - B
.
‘_4' i " .
. . = o s 7
4 +
.
e i
[ =] - .
«a s 4 -
.
.




HEMATOPHAGIE CHEZ HAPLOMETRA 33

D’autres lieux d’accumulation du fer sont représentés par les
gonades, les voies génitales et les ventouses.

La glande coquilliére est pauvre en fer ; quant aux ceufs en
segmentation, contenus dans I'utérus, leur richesse en matiére miné-
rale est extréme ; aprés micro-incinération, ils donnent des amas
de cendres blanches si abondants qu’il ne m’est pas possible de dire
s’il existe ou non des cendres rouges.

c) Données cytologiques et histochimiques sur I’épithélium
des cecums digestifs

L’eesophage fait suite au pharynx. C’est un conduit trés court a
parois minces, a4 épithélium plat. La lumiére cesophagienne dessine
quelques petites digitations peu profondes, puis ’cesophage se bifur-
que et donne les deux caecums digestifs. L’épithélium caecal est haut,
ses cellules mesurent en moyenne 25 p de haut sur 8 & 12 u de large.
Le noyau est toujours basal, régulierement arrondi, pauvre en
chromatine et pourvu d’un volumineux nucléole souvent hétéro-
géne ; on y trouve, & c¢oté de zones trés riches en ribonucléines pyro-
ninophiles, des régions qui en contiennent nettement moins ; il n’est
pas rare de trouver dans le nucléoplasme deux ou trois particules
émises par le nucléole.

Le cytoplasme comporte trois régions différentes. Au pole basal
il apparait clair, car il est parsemé par un certain nombre de vacuo-
les assez volumineuses, a4 contour régulier, arrondi ou ovalaire.
Au-dessus du noyau, il apparait homogéne, fortement basophile, et
les colorations spécifiques y montrent un ergastoplasme trés abon-
dant, qui s’étend jusqu’au pole apical. Ce dernier est trés clair. I1
n’y a pas de plateau stri¢ et la limite apicale des cellules est trés
variable ; il semble que la paroi apicale de la cellule épithéliale soit
capable d’émettre des sortes de pseudopodes. Il est probable que
c’est I’ergastosplasme qui a fait croire a Poirier (1885) que le
cecum est formé de « cellules trés longues, en forme de filaments »,
« de véritables poils absorbants ». La répartition du chondriome
est différente suivant les trois régions ; au pole basal de la cellule,
on trouve des mitochondries clairsemées, disposées autour de
vacuoles ; la région supra-nucléaire contient des mitochondries de
méme taille que la région basale, mais beaucoup plus nombreuses,
disposées en un amas dense ; au pole apical, les mitochondries sont
beaucoup plus rares et espacées par un réseau cytoplasmique qui
donne & ce pole de la cellule un aspect spongieux.

La détection histochimique des graisses figurées et du glycogéne

ANN. DE ParasitoLoGig, T. XXV, x°% 1-2, — 1950. 3.
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est restée négative au niveau du ceecum ; d’autres régions du corps
du Distome en contiennent cependant en abondance.

3. Discussion des résultats

Les faits que je viens d’exposer démontrent donc que Haplomeira
cylindracea Zed. est hématophage. L’'examen des coupes permet de
suivre la dégradation des érythrocytes de Rana temporaria L. dans
la lumiére des cacums digestifs de ce parasite.

Par contre, il ne semble pas y avoir absorption d’hémoglobine par
Iépithélium des cacums digestifs, et il n’existe pas d’hémoglobine
histochimiquement décelable dans les divers tissus du parasite.

La présence, dans le contenu intestinal, de porphyrines et de
pigments biliaires, produits de dégradation de P’hémoglobine,
témoigne de la dislocation de la molécule. On se trouve donc en pré-
sence d’un comportement identique a celui de certains Insectes
hématophages. En effet, Wigglesworth (1943) a démontré que, chez
Aedes @qypti, Anopheles maculipennis et Nosopsyllus fasciatus, la
molécule d’hémoglobine ingérée était dégradée dans le mésentéron,
sans qu’il y ait absorption-de pigments sanguins.

Cependant, la richesse en fer organique des tissus chez Haplo-
meltra cylindracea Z. prouve la réalité d’une absorption de fer exo-
géne, qui ne peut se faire que par les cecums digestifs. Cette
absorption se fait sous une forme masquée et méme le contenu
intestinal est toujours dépourvu de fer ionique.

Le mécanisme de cette absorption de fer est trés difficile a éluci-
der. En effet, une absorption sous forme d’hématine semble difficile
a admettre, puisque ce dernier pigment donne les mémes réactions
peroxydasiques que I’hémoglobine, et que ces réactions se sont tou-
jours montrées négatives dans les cellules de I’épithélium ceecal,
tout en étant fortement positives dans le contenu caecal. On sait
dailleurs (Lison, 1936) que ’hématine n’apparait que trés rarement
dans les étres vivants.

Les techniques histochimiques que j’ai pu mettre en ceuvre ne me
permettent pas de me prononcer sur la nature du composé ferrugi-
neux absorbé par la cellule caecale. I doit s’agir d’'une combinaison
organique trés solide, puisque le démasquage a I'alcool acide reste
sans effet. D’autre part, les propriétés peroxydasiques disparaissent
avec la pénétration dans la cellule caecale. La forme d’absorption et
de transport du fer chez Haplometra cylindracea n’est certainement
pas I’hémoglobine. Les conditions du métabolisme martial de ce
Trématode sont done assez différentes de celles qui existent chez la
plupart des Némaiodes hématophages (Hobson, 1948).
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Les particularités cytologiques et histochimiques de 'épithélium
cacal témoignent d’une grande activité. Le chondriome est fait de
nombreuses mitochondries. Il existe un ergastoplasme trés déve-
loppé, les noyaux sont dotés de nucléoles volumineux et souvent
hétérogénes. Cette richesse en ribonucléines pyroninophiles est
peut-étre & mettre en rapport avec la synthése d’enzymes protéolyti-
ques. On sait, en effet, depuis les recherches de Caspersson et colla-
borateurs (1941), que les ribonucléines existent en abondance dans
la plupart des cellules qui élaborent des enzymes protéolytiques
(glandes séreuses des Vertébrés). I’absence de graisses figurées et de
glycogéne dans les cellules de I'épithélium ceecal incite 4 admettre
un transit assez rapide a travers la cellule épithéliale, puisque ces
substances existent en abondance dans d’autres tissus du Trématode.

De tous les constituants de la molécule d’hémoglobine, seul le fer
peut étre mis en évidence dans les tissus de H. cylindracea. Sa pré-
sence, sous forme organique, non démasquable par le procédé de
McCallum, ne saurait étre accidentelle. I1 ne m’a pas été possible
d’élucider son role dans la vie du parasite. En effet, seule une étude
expérimentale aurait pu fournir des précisions a ce sujet, et on sait
les difficultés presque insurmontables qui s’opposent a I’élevage de
parasites & spécificité aussi étroite que celle des Trématodes. L’étude
spectroscopique présenterait d’ailleurs un grand intérét a cet égard,
d’autant que la nécessité d’un métabolisme anaérobie n’existe pas
pour H. cylindracea, parasite du poumon.

Quant aux réactions de I'hote, certaines des particularités, a
savoir 'absence de kystes, s’expliquent par la constitution anatomi-
que du poumon de Grenouille. D’autres différencient nettement la
parasitose déterminée par H. cylindracea des distomatoses pulmo-
naires des Mammiferes, a savoir ’absence d’inflammation et d’afflux
leucocytaire. La réaction intense de la musculeuse autour du para-
site est peut-étre a rapprocher des néoformations musculaires décri-
tes par Hollande (1920) chez des larves de Dytiscus marginalis L.
parasitées par un Distome.

Risume

L’¢tude histologique démontre, en somme, la réalité de I’hémato-
phagie chez Haplometra cylindracea Z. Les réactions histochimiques
de I’hémoglobine et des produits de son catabolisme témoignent
d’une dégradation avancée de la molécule dans la lumiére des
crecums digestifs. H. cylindracea ne posséde pas d’hémoglobine
autochtone. Le métabolisme du fer se présente, chez ce parasite,
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sous un aspect trés particulier, puisque la totalité du fer se trouve
engagée dans des combinaisons organiques trés solides ; seule
Iétude expérimentale permettrait de préciser le role du fer dans
Porganisme du Trématode. Les réactions du poumon de I’hote diffe-
rent, & certains égards, des modifications pulmonaires au cours des
distomatoses pulmonaires des Mammiféres.
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