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NOUVEAU MODELE EXPERIMENTAL
D’AMIBIASE CACALE CHEZ LE RAT

M. C. RIGOTHIER*, P. N. VUONG**, Ph. GAYRAL*

RESUME. Le Raton a été utilisé comme modeéle expérimental d’amibiase cacale, en pratiquant
I’implantation, sans effraction du cecum, d’une suspension de trophozoites d’Entamaeba histo-
lytica, souche gnotoxénique Rahman, de virulence élevée.

L’atteinte de la paroi est objectivée par ’aspect macroscopique du cecum, par la densité¢
des trophozoites présents et par un examen anatomopathologique. Comme il existe une corré-
lation entre les parameétres macroscopiques et I’histologie, un indice de gravité est défini, qui
prend en compte plusieurs critéres macro- et microscopiques.

Ce modele permet donc de suivre les différentes phases de la cicatrisation et de la guérison
des ratons et d’apprécier ainsi I’activité de substances antiamibiennes.

Mots-clés : Entamaeba histolytica. Modéle in vivo. Pathologie.

A new experimental model of caecal amibiasis in the rat.

SUMMARY. The young rat was used as an experimental model of caecal amibiasis by implan-
ting, without injury of the caecum, a suspension of E. histolytica trophozoites gnotoxenic strain
Rahman of high virulence.

The degree of pathogenicity is demonstrated by the macroscopic aspect of caecum, by the
density of trophozoites and by an anatomopathologic examination. As a correlation exits between
all these macroscopic parameters and histology, a degree of illness is fixed which include several
macro- and microscopic criteria. This model enables to observe the different phasis of cicatriza-
tion and of recovering of young rats and so to appreciate the activity of antimoebic agents.

Key-words : Entamoeba histolytica. In vivo model. Pathology.

Introduction

L’évaluation de l'activité antiamibienne de substances ne peut se faire sans
modele animal expérimental. Les souches d’Enfamoeba histolytica pathogénes
in vivo sont accompagnées d’une flore bactérienne qui peut d’ailleurs étre déter-
minée précisément. Parmi les hotes utilisés (Chat, Rat, Souris, Lapin, Cobaye,
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Hamster, Gerbille, etc.) seul le jeune Rat présente au niveau du ceecum des lésions
qui ressemblent a celles observées chez 'Homme.

Le modéle « Raton » présente un certain nombre de difficultés, entrainant
une grande variabilité dans les résultats.

Tout d’abord le pouvoir intrinséque de la souche d’Amibe se modifie avec le
temps et en particulier diminue au fur et a mesure de I'entretien en culture.

Plusieurs artifices, pas toujours convaincants, ont été proposés pour maintenir
élevé le pouvoir pathogene ; notre choix s’est porté sur I'inoculation dans le foie
du Hamster et le réisolement régulier de la souche. Par ailleurs, I’4ge du Raton,
I’état de réplétion de son cecum et surtout le mode d’inoculation des Amibes
dans le caecum, influent sur le résultat, car on doit éviter de confondre une lésion
iatrogéne, créée a I’endroit de I'injection, avec la pathologie expérimentale recher-
chée. La gravité des lésions ne peut étre évaluée objectivement sans une étude
histologique qui permet de préciser les processus d’installation et de suivre un
éventuel processus d’amélioration ou de guérison. Pour standardiser ce modele,
nous avons donc constitué et étudié différents lots de Ratons infectés par des
Amibes gnotoxéniques ou par la culture bactérienne seule, pour apprécier ce qui
revient au développement des Amibes, des bactéries associées, et ultérieurement
ce que sera l'action de substances antiamibiennes sur la lésion.

I -— DESCRIPTION DU MODELE

I.1 — SELECTION ET PREPARATION DES RATONS

Les Ratons (souche CDR, Sprague-Dawley, fournisseur Charles River, 76410
Cléon, France) males de 35 a 40 g utilisés dés le sevrage, sont maintenus dans une
enceinte décontaminée pendant toute la durée de I’étude ; la boisson et la sciure
sont stérilisées au préalable pour éliminer une contamination par Entamoeba
muris, non pathogéne, mais morphologiquement trés proche d’E. hislolytica.

1.2 — ENTRETIEN DE LA SOUCHE GNOTOXENIQUE D’E. Histolytica

E. histolytica (souche Rahman, Rhone-Poulenc Santé, Laboratoire de Para-
sitologie, Centre Nicolas Grillet, Vitry, France) est cultivée en présence d’une
entérobactérie sur le milieu diphasique au sérum coagulé de Dobell et Laidlaw
(Institut Pasteur, réf. 56675 ; Taylor et Baker, 1968).

La virulence de la souche est maintenue par un contact tissulaire périodique :
tous les 3 mois, les Amibes sont injectées dans le foie de Hamster et une nouvelle
souche est réisolée a partir de 1'abceés hépatique formé (Rigothier, 1988).

1.3 — Curture DE Citrobacter diversus

La souche bactérienne poussant en association avec E. histolytica a été iden-
tifiée dans notre laboratoire. C’est un bacille gram négatif appartenant a la famille
des Enterobacteriaceae, a la tribu des Salmonelleae : Cifrobacter diversus.

Pour apprécier I'incidence de la flore bactérienne associée a la culture dans
la pathologie cacale des Ratons, nous avons réalisé des essais avec une culture
pure de Cilrobacter diversus. Les colonies obtenues en 24 heures sur gélose sont



AMIBIASE EXPERIMENTALE CHEZ LE RAT 187

dispersées dans 'eau distillée. La numération des germes s’effectue par ensemence-
ment de géloses nutritives avec des dilutions croissantes de la suspension de C. diver-
sus (10t a 10-1) suivi de leur dénombrement au bout de 24 heures. La mesure
de la densité optique pour chaque dilution permettra d’établir une courbe donnant
la correspondance entre densité optique et concentration en C. diversus.

1.4 — CONSTITUTION DES SERIES EXPERIMENTALES

Ce travail concerne 6 groupes d’animaux répartis par tirage au sort. Les quatre
premiers recoivent la culture d’Amibes associées avec C. diversus, les deux der-
niers, seulement la culture bactérienne.

Lot A : 12 Ratons sacrifiés 5 jours apres l'injection (J6).
Lot B: 9 Ratons sacrifiés 10 jours apres l'injection (J11).
Lot C : 9 Ratons sacrifiés 20 jours apres I'injection (J21).
Lot D: 9 Ratons sacrifiés 30 jours apres I'injection (J31).
Lot E : 7 Ratons sacrifiés 5 jours apreés l'injection (J6).
Lot F : 7 Ratons sacrifiés 10 jours apres I'injection (J11).

1.5 — MODE D’INOCULATION

L’infection des Ratons se fait selon un protocole inspiré de celui de Woolfe
(1963), modifié par un mode particulier d’inoculation des Amibes. Les Ratons
sont pris au sevrage car les lésions présentent un maximum de sévérité et d’uni-
formité a cet age. Ils sont nourris avec un lait en poudre écrémé courant, des
pommes et de I'’eau & volonté. La veille de I'expérience, ils sont mis & la diéte
hydrique apres avoir re¢u 0,1 ml d’une solution saturée de sulfate de magnésium
pour provoquer une certaine vacuité intestinale et diminuer la flore bactérienne,
ce qui facilite I'implantation des Amibes.

Les trophozoites d’Amibes sont comptés au microscope de maniere a déter-
miner le volume de suspension nécessaire pour l'infection. La culture d’E. histo-
lytica de 48 & 72 heures est centrifugée 10 minutes a 1 000 tours/minute. Le culot
est repris puis dilué au 1/10¢ pour le comptage.

Dans le cas de la Bactérie, la numération s’effectue par mesure de la densité
optique de la suspension de C. diversus et lecture sur la courbe de la concentration
correspondante en bactéries.

A J1, les Ratons sont anesthésiés (injection intrapéritonéale de pentobarbital
sodique, 25 mg/kg, solution a 6 9%, Laboratoire Clin Midy Vétérinaire) et lapa-
rotomisés. Le caecum, légérement irrité par frottement est dégagé et on injecte
la suspension d’Amibes ou la culture bactérienne en évitant l'effraction de la
paroi cacale ; notre protocole consiste en effet a pratiquer I'injection au niveau
du gros intestin en aval de la jonction avec le caecum sans provoquer de lésion
de la paroi cacale, ce qui permettra d’affirmer que les abces observés ultérieure-
ment sont dus aux Amibes et ne sont pas des abces de paroi iatrogénes.

Les quatre premiers lots recoivent 500 000 trophozoites dans un volume
voisin de 0,5 ml; les deux derniers sont inoculés par 0,5 ml d’une suspension
contenant 10° C. diversus par millilitre.



188 M. C. RIGOTHIER, P. N. VUONG, Ph. GAYRAL

1.6 — AUTOPSIE ET EXAMEN DU CZECUM

L’autopsie s’effectue apres euthanasie a 'éther.

1.6.1 — Examen direct.

Apres incision thoraco-abdomino-pelvienne, les deux derniers centimétres
d’iléon, le bloc caeco-appendiculaire ainsi que les deux premiers centimetres du
colon ascendant ont été isolés du reste des visceres.

Le cecum est dégagé et fendu longitudinalement. Il est examiné ainsi que
son contenu. La gravité de l'atteinte amibienne est déterminée par un indice
inspiré de celui de Woolfe (1963), mais prenant plus en compte I’aspect macrosco-
pique de la paroi. Quatre parametres sont appréciés :

— l’aspect normal, rétracté ou hypertrophié¢ du caecum ;
— I’épaisseur de la paroi normale (N) ou augmentée (+ a +-++);

TaBLEAU I. — Systeme d’évaluation de l’indice de gravité
de I’amibiase cecale du Raton.

Amibes présentes

! ! ! !
! ! 2 l'examen direct ! Aucune !
! Aspect du caecum ! !Amibe apres!
! 'nombreuses ! rares ! culture !
! ! ! ! !
! ! ! ! !
! petit ou retracté ! ! ! !
! Paroi épaissie ! 5 ! 4 ! 0 !
! Mucus abondant ! ! ! !
! ! ! ! !
! Petit ou retracté ! ! ! !
! Paroi épaissie ! 4 ! 3 ! 0 !
! Mucus en ! ! ! !
! quantite normale ! ! ! !
! ! ! ! !
! Normal ! ! ! !
! Paroi épaissie ! 4 ! 3 ! 0 !
! Mucus abondant ! ! ! !
! ! ! ! !
! Normal ! ! ! !
! Paroi normale ! 3 ! 2 ! 0 !
! Mucus abondant ! ! ! !
! ! ! ! !
! Normal ! ! ! !
!  Contenu normal ! 2 ! 1 ! 0 !
! ! ! !

!
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— la muco-sécrétion, normale (N) ou augmentée (+ a ++4+);

— enfin la présence de trophozoites recherchés a l’examen microscopique
direct du produit de raclage de la paroi et du mucus. En outre, le ceecum est mis
en culture dans un milieu pour Amibes qui sera observé apres 48 heures. Cette
culture augmente la probabilité de découvrir des Amibes dans les cecums qui
n’en contiendraient pas beaucoup. Elle permet aussi de distinguer plus faci-
lement E. histolytica d’E. muris qui ne se multiplie pas en culture. L.’abondance
des trophozoites est notée de 0 & +-+-+ 4 selon le nombre observé a frais.

Chaque animal se voit attribuer un indice allant de 0 & 5 ({ableau 1), qui prend
en compte les aspects macroscopiques du cecum et I'importance de la population
d’E. histolytica présente.

1.6.2 — Examen histologique.

Des prélevements sont effectués a différents niveaux et fixés par le formol
a 10 9, dans le tampon P.B.S. (tampon phosphate isotonique, pH 7,2). Apres
inclusion dans la paraffine, les coupes (épaisseur 5 um) sont colorées a I'hématéine-
¢osine-safran (H. E. S.) ou a l'acide périodique Schiff (A.P.S.).

La quantité de mucus est appréciée par le degré de vidange des cellules calici-
formes bordant les glandes coliques aprés examen a 'objectif x 20:de + a +++.

Les autres critéres histologiques appréciés (colite interstitielle, hyperplasie
lymphoide, adhésion des trophozoites hématophages, colite érosive, abces et
ulcére amibiens) se rapportent au cecum de chaque animal. Leur importance
est estimée de la facon suivante :

— présence d’une colite interstitielle (4-) ou non observée (—),

— hyperplasie lymphoide absente (0) & forte (++ +),

— densité en trophozoites adhérant a I'épithélium et hématophages peu
importante : inférieure a 1 tous les 2 champs & 'objectif x 100 (+) ou non obser-
vée (—),

— dénombrement des lésions érosives,

— présence (+) ou absence (—) d’une sclérose pariétale correspondant
a la cicatrisation d’une lésion.

IT — Résultats

II.1 — RATONS AUTOPSIES A D JOURS (LOT A)

Tous les Ratons autopsiés 4 J6 sont bien infectés et 8 présentent des indices
élevés de 4 ou 5 (fableau I1). Six animaux ont un cecum rétracté avec une paroi
épaisse : I'hypersécrétion de mucus est observée dans tous les cas. Les trophozoites
sont présents dans le mucus parfois en véritable placard. La culture est positive
mais le rendement en trophozoites au bout de 48 heures ne refléte pas la richesse
observée a frais.

A Tbistologie, les trophozoites sont dans tous les cas facilement identifiables



TasLEau II. — Etude comparative des aspects macroscopiques, microscopiques et histologiques

du c@cum chez des Ratons amibiens autopsiés 5 jours aprés l'infection (lot A).

!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
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!
!
!
!
!
!

! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !

! N° d'Identification des ratons t1tto o2t 34t st g 710 8t 10 ! 11! 12

! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !

! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !

! EXAMEN DIRECT DE CAECUM ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
Aspect ! N! N! N! NV R! R! Nt R! R! R ! R !N
Epaisseur de la paroi L R T T A P A S B B BT
Sécrétion du mucus T S = B S S S S RS Qreragy (PR (P B
Densité en trophozoites L T S B B B B LI = T B = I T T FUE Wiy P

INDICE DE GRAVITE '3 4 3 354 1315 1 44 V5 o4
! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
HISTOLOGIE DU CAECUM ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
Mucus dans les cellules caliciformes ! + ! + !+ ! + 1 & 1 4+ 1 444 1 44t ! I A R s
Colite interstitielle L e S S S Tt T S N EAR R,
Hyperplasie lymphoide ot oo '+t + 1 0! 0!+ 0!+ 4 4t
Trophozoites adhérant a 1'épithélium ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
et hématophages U 2 T A S P R A TN SR SR I R
Colite érosive : aigud -t = =@y =t - ) - - -
réparée L e R e A NN N R R R -
Abcés en bouton de chemise : aigu LR T N R B I B IG5 NG D N5 AT S R
détergé ! () ! - ! - ! - L - ()M - -t - 1 - 1 (D
Ulcére amibien : aigu L R B T A6 D I A B SR B G ) N A
réparé [ R A N @ D I A iy Bt IR I [ S .
! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
— Aspect du cecum :
— caecum : normal (N), rétracté (R), hypertrophié (HT),
— épaisseur de la paroi : normale (N) ou augmentée (+ a + + +),
— sécrétion du mucus : normale (N) ou augmentée (+ a + + +),

— trophozoites : 0 &4 + + + +.

— Histologie du cecum :

— mucus dans les glandes caliciformes : + a + 4+ +,

— colite intersticielle : observée (+) ou non (—),

— hyperplasie lymphoide : notée de 0 & + 4 4,

— trophozoites hématophages adhérant : observés (+) ou non (—).

— Les chiffres des lésions (colite érosive, abcés et ulcére) indiquent leur fréquence.
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dans la lumiére cecale. Un grand nombre contiennent des hématies dans leur
cytoplasme ce qui permet de les différencier d’E. muris. Chez les animaux porteurs
de lésions ulcérées, les parasites sont mélés a de nombreux polynucléaires neutro-
philes altérés. La déplétion des cellules caliciformes s’accompagne d’une hyper-
sécrétion de mucus plus ou moins importante chez 8 animaux sur 12. La réaction
inflammatoire importante liée a la présence des trophozoites se traduit par une
colite interstitielle chez une majorité des animaux, accompagnée ou non d’hyper-
plasie lymphoide. Les ulcérations de la muqueuse cacale sont d’intensité variable.
Les lésions érosives caractéristiques de I’ambiase sont de trois types : colite érosive,
abces en bouton de chemise et ulcere amibien.

. La premiére manifestation pathologique de la présence des trophozoites
dans la lumiére ceecale correspond & une adhésion des trophozoites a I’épithélium
de la muqueuse (7 animaux sur 12). A ce stade de I'infection, on note le plus souvent
dans le chorion, une vasodilatation des capillaires avec un afflux de polynucléaires
et lymphocytes. Les glandes coliques présentent une hypersécrétion (fig. 1).

. Au stade suivant, la colite érosive, la lyse de I'épithélium permet le passage
des trophozoites dans les couches sous-jacentes. Cette lésion observée chez trois
animaux peut étre unique ou multiple, de diamétre variable (parfois punctiforme,
ailleurs large mesurant en moyenne 200 microns) a bords nets (fig. 2). Le revéte-
ment de surface de la muqueuse ceecale est érodé. Il est remplacé par un enduit
fibrineux (fig. 3) enserrant des Amibes mélées a des polynucléaires neutrophiles
altérés et des cellules inflammatoires mononuclées (histiocytes, lymphocytes). Cer-
taines Amibes ont été retrouvées dans la partie superficielle du chorion qui montre
une vasocongestion. Le reste de la paroi cecale ne montre pas d’anomalie notable.

. L’extension de la colite érosive en surface et en profondeur réalise I'abces
amibien (fig. 4). Celui-ci provoque une rupture partielle de la musculaire muqueuse
et progresse dans la sous-muqueuse. Il se forme ainsi un abces intra-pariétal commu-
niquant avec la lumiére cecale par la lésion érosive. L’abces peut étre unique ou
multiple. Dans deux cas, il est d’allure aigué. Il est représenté par un foyer conte-
nant de nombreux éléments inflammatoires altérés, mélés a des Amibes dégénérées
(fig. 5). Dans 4 cas (lableau 11) cet abcés présente des signes de détersion avec une
raréfaction des structures parasitaires, un processus de macrophagie et I'accumu-
lation de nombreuses cellules mononucléées a prédominance histiocytaire.

. L’ulcére amibien est noté chez 3 animaux. Il peut étre secondaire a des
lésions de colite érosive, ou a ’excavation des abces en bouton de chemise. Son
diametre est d’environ 1 000 microns. Il s’agit d’une perte de substance a contour
net, intéressant la muqueuse, la sous-muqueuse ainsi que la partie interne de la
musculeuse. Le fond de 'ulcere est tapissé par un tissu inflammatoire riche en
polynucléaires altérés, en histiocytes et en lymphocytes. Quand I'ulcére est aigu,
il présente au niveau des berges de nombreuses Amibes. Il est bordé par une
muqueuse montrant une colite catarrhale. Dans un cas, 'ulcére présente une ré-
épithélialisation avec revétement de surface de type régénératif reposant sur un
tissu scléro-inflammatoire dépourvu de structures parasitaires.
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11.2 — Rartons auropsiEs A 10 Jours (LoT B)

Cing des 9 animaux autopsiés 10 jours apres I'infection sont porteurs d’Amibes

lors de I’examen microscopique du cecum (fableau I11). Ils sont moins gravement

TaBLeau III. — Etude comparative des aspects macroscopiques, microscopiques

et histologique du cecum chez des Ratons amibiens autopsiés 10 jours apres
I’infection (lot B). — Légendes : cf. tableau II.

! ! ! ! ! ! ! ! !
IN° d'Identification des ratons 13 '14 !'15 '16 '17 '18 !'19 !'20 !'21
! ! ! ! ! ! ! ! ! !
! ! ! ! ! ! ! ! ! !
! EXAMEN DIRECT DE CAECUM ! ! ! ! ! ! ! ! !
! Aspect ! N ! R ! HC!HT ! R !HT !'HT !HT ! R
! Epaisseur de la paroi ' + !+ ! N! N! + ! N! N! N! N
! Sécrétion du mucus L L T T TR TR AR = = 2 N A S
! Densité en trophozoites 4+ !+ ! 0!+ + 1ot o !t 0! +
! INDICE DE GRAVITE 13 vt 4t ot2ts4s oo o3
! ! ! ! ! ! ! ! ! !
! ! ! ! ! ! ! ! ! !
'HISTOLOGIE DU CAECUM ! ! ! ! ! ! ! ! !
! Mucus dans les cellules caliciformes ! + ! + !+ ! + !+ ! + 1 + 1 + 1 4+
! Colite interstitielle | R N S T S S A A N R
! Hyperplasie lymphoide 1o o'+ + o+ ! o+ o+
! Trophozottes adhérant & 1'épithélium ! ! ! ! ! ! ! ! !
! et hématophages | L S B B B A L
! Colite érosive : aigud [ IR O/ I AR R G ) IS S S B
! réparée t(@) ! == - - = (D)
! Abcés en bouton de chemise : aigu S B G2 T A e B B L e e
! détergg ! - ! - ! -1 -1 -0 0 -1 -1 -
! Ulcére amibien : aigu | L T S S B AT B
! réparé | L T e R B R L i
! ! ! ! ! ! ! ! ! !

F1G. 1. — Premiers signes d’atteinte amibienne chez un Raton autopsié au 6¢ jour de I'infection
(indice de gravité : 2). Adhésion des trophozoites (—) & I’épithelium de la muqueuse. Dans
le chorion, il apparait une vasodilatation vasculaire avec un afflux de polynucléaires et de
lymphocytes. Les glandes coliques (c) conservent leur activité hypersécrétante (H. E. S.).

Fig. 2 et 3. — Colite érosive chez un Raton autopsié¢ au 6¢ jour de I'infection (indice de gra-
vité : 4). L’épithélium de la muqueuse est lysé (—) permettant la progression des trophozoites
dans les couches sous-jacentes. Le revétement de surface ulcéré ‘est remplacé par un enduit
fibriono-leucocytaire (=) enserrant de nombreux polynucléaires. La sous-muqueuse est
infiltrée de nombreux polynucléaires et lymphocytes (H. E. S.).

Fic. 4 et 5. — Abcés amibien chez un Raton autopsié au 6¢ jour de I'infection (indice de gra-
vité : 5). La colite érosive s’étend en surface et en profondeur atteignant la sous-muqueuse et
la musculeuse (M.). L’abces se caractérise par une collection purulente, renfermant des poly-
nucléaires altérés et des Amibes (—) (H. E. S.).

F16. 6. — Cicatrisation d’une lIésion chez un Raton autopsié 20 jours apreés I'infection : I’épithélium

régénératif de type cubocylindrique recouvre la surface lysée (—). Le début de cicatrisation
se manifeste par ’apparition d’une sclérose cedémateuse (=) enserrant des éléments inflam-
matoires (H. E. S.).
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atteints que les animaux du lot précédent puisque deux seulement présentent
des indices élevés (4). Le cecum est rétracté chez seulement 3 animaux sur 9 ;
la paroi cacale a le plus souvent un aspect macroscopique normal (6 animaux
sur 9).

L’étude histologique montre une amorce de processus de guérison : les ani-
maux présentant des lésions sont moins nombreux (4 animaux sur 9 contre 10/12
dans le lot A). Il existe deux types de lésions érosives :

-— une colite érosive, chez 4 animaux, qui peut étre unique ou multiple.
Pour 2 Ratons, cette lésion montre une ré-épithélialisation en surface,

— chez un seul Raton du lot, la colite érosive est associée avec un abces en
bouton de chemise.

Chez tous les animaux, la présence de mucus dans les cellules caliciformes
reste inférieure & la normale. De nombreux éléments inflammatoires (polynucléai-
res neutrophiles altérés, cellules mononuclées) sont présents dans la lumiére cacale
et tous présentent des lésions de colite interstitielle avec, chez 6 Ratons, une hyper-
plasie lymphoide, ce qui indique la persistance d’une réaction inflammatoire.

TaBLEAU IV. — FEtude comparative des aspects macroscopiques, microscopiques
et histologiques du cecum chez des Ratons amibiens autopsiés 20 jours apres
Pinfection (lot C). — Légendes : cf. tableau II.
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I1.3 — RATONS AUTOPSIES A 20 JoURs (Lot C) ou A 30 Jours (Lot D)

Dans les autopsies effectuées 20 et 30 jours aprés l'infection, les indices de
gravité sont de zéro (fableaux IV et V). Le ceecum apparait généralement hyper-
trophié, la lumiére cecale est occupée par des débris stercoraux sans trophozoites
ni cellules inflammatoires identifiables.

Les animaux autopsiés 20 jours apres 'infection présentent encore une réduc-
tion du volume du mucus des cellules caliciformes. La réaction inflammatoire
est persistante : 3 animaux présentent des lésions de colite interstitielle et tous
ont une hyperplasie lymphoide. Un seul animal présente une lésion érosive avec une
ré-épithélialisation en surface (fig. 6).

Chez les animaux autopsiés 30 jours apres l'infection, la muqueuse ne pré-
sente pas de lésion inflammatoire notable, tous ont une hyperplasie lymphoide
isolée et les cellules caliciformes ont un aspect normal. Chez 4 animaux, il a été
retrouvé au niveau de la paroi cacale des lésions de sclérose localisée mutilant
la musculaire muqueuse et la sous-muqueuse. Ces lésions coiffées par une muqueuse
de type régénératif correspondent a des abces en bouton de chemise détergés et
cicatrisés. Ces aspects traduisent un processus de guérison.

TaBLEAU V. — Etude comparative des aspects macroscopiques, microscopiques
et histologiques du cecum chez des Ratons amibiens autopsiés 30 jours apres
I'infection (lot D). — Légendes : cf. tableau IL.

IN° d'Identification des ratons

1

31 32 33

!EXAMEN DIRECT DE CAECUM

!INDICE DE GRAVITE

1

Aspect

Epaisseur de la paroi
Sécrétion du mucus
Densité en trophozoites

coz=58
co=z=H
coz=H
co=z=H
co==H
co=z=H
coz=zH8
co==zH8
coz=8

1

1
!
!
1
1
!
!
!
!
1
!
! !
!HISTOLOGIE DU CAECUM !
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!

Mucus dans les cellules caliciformes
Colite interstitielle
Hyperplasie lymphoide
Trophozoites adhérant a 1'épithélium
et hématophages
Colite érosive : aigud

réparée
Abcés en bouton de chemise : aigu

détergé

Ulc2re amibien : aigu

réparé
Sclérose pariétale localisée

BRI A Bvinteletialil M
SRS Eideiebiil e
:

oo nrEolecEEt A%
;




196 M. C. RIGOTHIER, P. N. VUONG, Ph. GAYRAL

I1.4 — Temorns Cilrobacter diversus Autopsiis A 5 Jours (Lot E) ou a 10 Jours-
(Lot F)

Ces animaux ne recoivent donc que la culture bactérienne. Les cacums des
animaux autopsiés 5 et 10 jours apres I'infection présentent un aspect normal
avec une paroi normale ou fine et sans mucus. Seul un animal autopsi¢ 5 jours
apreés l'infection a présenté une paroi épaisse accompagnée de mucus.

Aucune lésion érosive de la muqueuse cacale n’a été notée. Les structures
glandulaires montrent une muco-sécrétion normale. Seul le chorion présente une
note congestive.

La sous-muqueuse ainsi que la musculeuse sont d’aspect normal.

L’existence d’une colite interstitielle associ¢e ou non & une hyperplasie lym-
phoide chez la plupart des Ratons appartenant aux 4 groupes étudiés (A, B, C, D)
montre que cette lésion est non spécifique.

IIT — Discussion

Certaines convergences peuvent s’établir entre I'aspect macroscopique du
ceecum qui permet la détermination de U'indice de gravité et les lésions histologiques.

L’abondance de mucus dans la lumiére et sur la paroi ceecale est la conséquence
de la présence des trophozoites et pourrait constituer le premier mode de défense
de T'épithélium vis-a-vis de I'invasion par les Amibes. Il constitue une barriére
mécanique et biochimique (Leight, 1985). Ces manifestations se retrouvent en
dé¢but de développement de la lésion chez des Ratons autopsiés 5 et 10 jours aprés
infection.

Le contact Amibe-cellule cible est le facteur initial indispensable pour que
s’exprime I'effet cytopathogéne (Chadée, 1985). Le lot A regroupe une forte pro-
portion de Ratons qui présentent des trophozoites hématophages adhérant a
I'épithélium czecal en méme temps qu'un nombre élevé de lésions érosives.

La faible proportion de trophozoites adhérant & I'épithélium peut s’expliquer
par la date de I'autopsie : I'adhésion doit étre maximum dans les heures qui suivent
Iinfection et seule une autopsie précoce des Ratons permettrait d’observer
Pampleur de cette étape initiale du mécanisme pathogéne.

Les lésions observées microscopiquement : colite érosive, abcés et ulcere
amibiens, correspondent & une diffusion de la pathologie dans la paroi cecale et se
traduisent macroscopiquement par un épaississement de la paroi cacale et une
rétraction du ceecum. L’absence de débris stercoraux dans la lumiere ceecale est liée
aux troubles du péristaltisme intestinal, en particulier la diarrhée. Les animaux
présentant ce type de Iésions ont des indices de gravité élevés : 4 et 5.

Chez les animaux autopsiés 5 jours apres linfection, tous ceux qui ont un
indice de gravité élevé présentent des lésions de la paroi cacale le plus souvent
aigués (6 animaux sur 8, fableau 11I). L’histologie confirme le bien fondé des indices
de gravité pour apprécier le degré de I'atteinte amibienne. Les animaux autopsiés
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10 jours apres I'infection sont moins gravement atteints (Zableau I11). I.e nombre
d’animaux présentant un ceecum normal a l’examen macroscopique (indice 0)
avec une paroi dépourvue de lésion a '’examen histologie augmente (4 animaux
sur 9). L’¢tude anatomopathologique des prélevements ceecaux provenant des
4 groupes de Ratons amibiens montre que les lésions surviennent essentielle-
ment lors des 10 premiers jours de I'infection. La période la plus favorable pour
étudier Ia pathologie cecale chez le Raton se situe vers le 6¢ jour de I'infection
puisqu’a cette date le pourcentage d’animaux atteints est le plus élevé, avec en
plus un maximum de sévérité au niveau des lésions. En effet 20 et 30 jours apres
I'infection (lot C et D) les 1ésions érosives sont ré-épithélialisées (fig. 6). La répara-
tion des lésions est quasi complete au 30¢ jour de l'infection (lot D).

Les lésions que nous avons observées présentent une grande similitude avec
celles décrites chez le Cobaye (Gill ef al.,, 1987) et la Gerbille (Chadée et Meero-
vitch, 1985) : 'abondance en trophozoites est associée a une abondance du mucus
secrété par les cellules caliciformes. Ceci confirme I’hypothése de Leitch ef al.,
(1985) sur le role protecteur du mucus qui constitue une barriére naturelle contre
la pénétration du parasite dans la paroi ceecale. La muqueuse intestinale, par suite
de I’adhésion des trophozoites est d’abord le siége d’une réaction inflammatoire
avec un afflux de polynucléaires et de lymphocytes puis les cytotoxines amibiennes
aidées par les enzymes des cellules inflammatoires lysent I’épithélium de la muqueuse
et créent des petites ulcérations qui vont ensuite confluer pour former une colite
érosive. Les lésions observées chez le Raton : colite érosive, abcés ulcéré corres-
pondent & une extension des lésions érosives en surface et en profondeur. Ce sont
des lésions actives provoquées par la présence des trophozoites qui lysent et pha-
gocytent les cellules de la paroi caecale, mais ils ne pénetrent dans les tissus qu’apres
rupture de I’épithélium intestinal (fig. 4, 5). Ces différentes étapes, colites, abcés
ulcérés, représentent le mode le plus courant de formation des lésions chez I’ani-
mal et 'Homme. Elles sont superposables & celles décrites chez 'Homme et pré-
sentent les mémes variations dans la réponse de I’hdte a I'infection par les Amibes :
elles sont d’intensité variable, allant d’une colite banale & un abces en bouton
de chemise.

Plusieurs modeles d’amibiase ceecale utilisant une souche gnotoxénique
d’Amibes ont été décrits chez le Rat (Neal et Harris, 1977 ; Singh ef al., 1971),
le Hamster (Ray ef al., 1979, 1981), le Cobaye (Anand et al., 1985). Avec les Cobayes
et les Hamsters, la pathologie est moins sévere, plus inconstante et les Cobayes
supportent moins bien l'infection que les Rats.

Deux modeles d’amibiase cacale sont décrits utilisant une souche axénique
d’E. histolylica: la Gerbille (Chadée et Meerovitch, 1985) et le Cobaye (Diamond
et al., 1978 ; Gill ef al., 1987). La Gerbille est extrémement sensible a I'infection
intracecale mais son élevage est délicat. Les Cobayes nouveau-nés (1 a4 5 jours),
tres sensibles a l'infection, meurent en grand nombre parce que beaucoup sont
rejetés par leur mére aprés avoir été manipulés. La technique de I'infection des
Cobayes par l'isolement d’une anse cacale (Anaya-Velasquez ef al., 1985) est lon-
gue, délicate mais elle permet d’obtenir des ulcérations caecales précoces (au bout
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de 48 h) chez de nombreux animaux (75 9,). Ces modeéles, Gerbille et Cobaye,
plus délicats a mettre en ceuvre que le modéle Raton, semblent plus utiles dans
I’étude de I'adhésion et des phénomenes cytotoxiques, en particulier, et des fac-
teurs déclenchant I'immunité.

Conclusion

Le modéle d’amibiase cecale chez le Raton a été modifié et amélioré sur deux
points : le maintien de la virulence de la souche d’Amibes 4 un niveau élevé dans
le but d’obtenir des lésions régulierement séveres et un mode particulier d’inocula-
tion des Amibes sans effraction du cecum.

L’examen histologique des ceecums a permis de confirmer l'intérét et la vali-
dité de I'indice de gravité pour déterminer rapidement le niveau de 1'atteinte
cecale. Il présente en outre plusieurs avantages par rapport aux autres modéles
proposés : 'infection des animaux avec une souche gnotoxénique a prouvé d’une
part que le Raton est plus sensible a4 I'infection que le Cobaye ou le Hamster
et qu’il supporte mieux l'infection que les Cobayes, d’autre part que le pourcen-
tage d’animaux infectés est élevé. Ce modeéle doit étre retenu pour la recherche
de substances & activité antiamibienne.
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