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ARTICLE ORIGINAL

Infiltration des cellules inflammatoires dans les
espaces portes lobulaires suite a la présence de
Dicrocoelium dendriticum dans le foie des

bovins*

L. CAMARA**, K. PFISTER et A. AESCHLIMANN

Institur de Zoolagie, rue Emile Argand 11, Case pastale 2, CH 2007 Neuchdtel (Suisse)

RESUME

191 bovins, dont les foies ont 1€ examinés microscopiquement apres leur
infection par D. dendriticum, ont révél€ la présence de cellules inflamma-
toires (lymphocytes, monocytes et éosinophiles) dans les espaces portes
lobulaires. L'é]évation des nombres moyens des monocytes et éosinophiles
correspond a 1'augmentation du nombre de D. dendriticum. Les lympho-
cytes, par contre, n’ont pas montré cette proportionnalité.

MOTS-CLES : Dicrocoefium dendriticum - lymphocyte -
monocyte, éosinophile - bovins.

SUMMARY

Infiltration of inflammatory cells in the portal lobular due the presen-
ce of Dicrocoelium dendriticum in the bovine liver. By L. CAMARA, K.
PFISTER and A. AESCHLIMANN.

We examined 191 cattle livers after infecting them with D. dendriticum.
The study revealed the presence of inflammatory cells (lymphocytes, mono-
cytes and eosinophils) in the portal lobular. The increase of average num-
bers of monocytes and eosinophils corresponds to the raise of D. dendriti-
cum number. The lymphocytes, ou the contrary, did not show such propor-
tion.

KEY WORDS : Dicrocoelium dendriticum - lymphocyte -
monocyte, - eosinophil - cattle.

Introduction

La petite douve du foie, Dicrocoelium dendriticum
(Rudolphi, 1819) est un trématode qui infeste le foie des bo-
vins, ovins et autres herbivores [14]. Elle provoque une ma-
ladie, la dicrocoeliose. Celle-ci apparaft sous une forme aigué
et sous une forme chronique selon le degré et la durée de I'in-
festation. Le cycle du parasite est caractérisé par la présence
de deux hoétes intermédiaires, dont un escargot, gastéropode
pulmoné xérothermique et parfois méme xérophile [2], de la
famille des Hélicidés, et une fourmi de la famille des
Formicidés (8, 2, 13]. Les hotes définitifs (bovins, ovins, etc)

* Travail effectué avec le soutien financier de la Commission Fédérale
des Bourses pour Etudiants Etrangers (Fribourg, Suisse).
* * Cet article fait partie de la 1thése de doctorat de I’auteur.

Revue Méd. Véi., 1995, 146, 10, 631-636.

s’infestent en ingérant passivement les fourmis parasitées
avec les herbes [8, 9, 11]. L’adolescaria (petite douve juvéni-
le), apres la digestion de la fourmi dans le syst¢me digestif,
arrive au foie probablement par la voie entéro-biliaire, c’est-
a-dire en empruntant le canal cholédoque. La voie pyléphlé-
bitique, c’est-a-dire le passage par la veine porte, pourrait
également &tre suivie par les adolescariae pour parvenir au
foie [8, 10, 17, 4].

On rencontre D. dendriticum, aux stades juvénile et adulte,
dans les canalicules et canaux biliaires du foie des bovins. Sa
petite taille et sa plasticité lui permettent de se déplacer dans
les fines ramifications biliaires, et donc d’atteindre en pro-
fondeur I’organe. Parasite non hématophage [6], 1a petite
douve est biliphage.

La fréquence de D. dendriticum est limitée seulement a
certaines régions [1, 7). Le parasite a, cependant, une inci-
dence particuliere en Europe dans les régions alpines [5, 3] et
avoisinantes. La biologie du parasite et la physiopathologie
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de son héte ont fait I’objet de nombreuses recherches.
Toutefois, 1’influence des cellules inflammatoires sur D. den-
driticum reste peu connue. Les différentes analyses effec-
tuées dans le tissu hépatique des bovins de notre étude ont
permis d’étudier I’évolution des lymphocytes, monocytes et
éosinophiles dans les foies infestés par les petites douves.
L’ objectif de ce travail est d’établir une relation de propor-
tionnalité entre le nombre de D. dendriticum et le nombre
moyen des cellules inflammatoires dans le foie des bovins.

L’évolution des cellules inflammatoires dans les espaces
portes lobulaires, suite a I'invasion du foie par les petites
douves, pourrait révéler leur impact sur ces trématodes. Ceci

pose le probléme de la probable «sensibilité» des petites -

douves au phénomene de lyse et de rejet par la réaction des
lymphocytes, des monocytes et des éosinophiles.

Matériel et méthodes

Sur chacun des 191 foies examinés, trois morceaux ont été
prélevés dans les parties antérieure, médiane et postérieure.
Ces échantillons de foies ont ensuite été conservés dans du
formol 2 4 %. Trois coupes transversales, de 1’ordre de 8 2
10um d’épaisseur, ont été effectuées au cryostat puis colo-
rées & I'éosine hématoxyline (18]. Par coupe nous avons ana-
lysé deux lobules (ensemble de lames hépatocytaires conver-
geant en veine centro-lobulaire dont les angles correspondent
aux espaces portes lobulaires). Ainsi, la recherche des cel-
lules inflammatoires (Figure 1) a été réalisée avec six lobules
hépatiques par animal. Les lymphocytes (Figure 2), les mo-
nocytes (Figure 3) et les éosinophiles (Figure 4) ont été quan-
tifiés dans les espaces portes lobulaires a 1’aide d’un comp-
teur et étudiés en fonction du nombre de foies. Les valeurs
moyennes obtenues ont été analysées selon le degré d’infes-
tation des foies par D. dendriticum. Les nombres moyens de
lymphocytes (tableau I), de monocytes (tableau IT) et d’éosi-
nophiles (tableau III) ont ét€ analysés suivant les catégories
de parasites évoluant de 0 a 600 petites douves.

Les valeurs statistiques collectées ont été testées selon
Kruskal Wallis, Mann Whitney, le test de Student-Newman-
Keuls, le test des analyses de variances et le systéme SAS.

Le test des analyses de variances et le systéme SAS ont
permis 1’évaluation du nombre de D. dendriticum par rapport
au nombre moyen des cellules inflammatoires.

Résultats

L’évolution du nombre moyen de lymphocytes par rapport
au nombre de D. dendriticum est présenté dans la Figure 5.
Le nombre moyen le plus élevé de lymphocytes (146 + 44) a
été observé dans la catégorie de 201 a 300 D. dendriticum,
alors que le plus faible nombre moyen apparait dans la caté-
gorie de 501 a 600 parasites, soit 43 + 26. En fait, dans la ca-
tégorie de 101 a 400 D. dendriticum, les valeurs moyennes
des lymphocytes sont élevées et stables. Le rapport entre le
nombre moyen de lymphocytes et le nombre de D. dendriti-
cume révele pas de différence significative.

Le nombre moyen de monocytes, en relation avec le
nombre de D. dendriticum, sont présentés dans la Figure 6.
Les résultats révelent la valeur moyenne la plus élevée des
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monocytes, soit 48 + 9, pour la catégorie de 301 & 400 petites
douves; alors que la plus faible valeur moyenne de ces cel-
lules, 16 + 6, a été observée dans la catégorie de 501 2 600 D.
dendriticum. En résumé, de 0 & 400 petites douves, le nombre
de monocytes augmente proportionnellement et de maniére
significative a la charge parasitaire (P < 0,02, test des ana-
lyses de variances).

Le nombre de D. dendriticum associé au nombre moyen
des granulocytes éosinophiles est présenté dans la Figure 7.

- Les résultats démontrent que le nombre moyen le plus éle-
vé des granulocytes éosinophiles a été observé dans la caté-
gorie de 401 & 500 petites douves (109 £ 19), alors que le
nombre moyen le plus faible concerne la catégorie de 501 a
600 parasites (28 = 19). Il ressort que de 0 a 500
D. dendriticum, 1e nombre d’éosinophiles s’accroit parallele-
ment, et de fagon significative (P < 0,007, test des analyses
de variances), au nombre de petites douves.

Discussion

La présence des lymphocytes, monocytes et éosinophiles
dans le foie pourrait signifier une plausible coopération cel-
[ulaire [16] conduisant a la destruction des trématodes. Les
processus qui expliquent cette coopération cellulaire vis-a-
vis de D. dendriticum sont complexes et restent & définir. Le
role des IgE dans la cytotoxicité des grandes douves ou
Fasciola hepatica en particulier [15, 19] et des helminthes en
général, ne semble pas étre démontré pour les petites douves.
La détection constante des éosinophiles dans les grandes ré-
gions fibrotiques est frappante; les foies a faible 1ésion fibro-
tique ont révélé 1’absence de ces cellules inflammatoires.
L’évolution du nombre des éosinophiles s’observe a partir de
la phase d’invasion des D. dendriticum juvéniles et non pen-
dant la phase d’installation des parasites. Les monocytes ap-
paraissent également dans le tissu hépatique en fonction du
degré des lésions tissulaires. En revanche, les lymphocytes
sont présents dans tous les foies de bovins examinés, indé-
pendamment de la charge parasitaire.

Les monocytes agissant comme macrophages [12] se mo-
bilisent a la suite de I’invasion du foie par les petites douves.
Le nombre moyen de monocytes augmente parallélement au
nombre de D. dendriticum. Cette constatation a été faite dans
la catégorie de 0 a 400 petites douves. De 401 2 600, parasites
on a enregistré une chute du nombre moyen de monocytes;
ceci pourrait étre dii au. petit nombre de foies examinés ou 2
la faible résistance des bovins a I’infestation. La relation
entre D. dendriticum et les éosinophiles a révélé une diffé-
rence trés significative (P < 0.007) dans la catégorie de 0 2
500 petites douves. Le petit nombre de foies analysés dans la
catégorie de 501 2 600 parasites ne suffit pas pour expliquer
la faible quantité moyenne d’éosinophiles qui y a ét€ décélée.
Une faible réaction de I'hdte semble étre 1’explication la plus
plausible de ce phénomene.

Conclusion

Les réactions des cellules inflammatoires dans le tissu hé-
patique provoquées par D. dendriticum varient en fonction
des types de cellules étudiés. Leur influence immunologique
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Nombre moyen de lymphocytes

145 1 14329

125

105

Nombre moyen de monocytes

Nombre de n(Foies) X+S Maxi-Mini
D. dendriticum

0-100 32 45¢15 15-87
101-200 ) 54 55+12 35-82
201-300 48 84114 57-117
301400 43 94115 75-133
401-500 10 109419 77-147
501-600 4. 2848 10-45
Total 191

n = nombre de foies - X = moyenne - S = Ecart type
Mini-Maxi = Minimum-Maximum

TABLEAU 11I. — Nombre de D. dendriticum par rapport aux valeurs
moyennes d’€osinophiles.
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FIGURE 5. — Nombre moyen de lymphocytes par rapport au nombre de D. dendriticum.
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FIGURE 6. — Nombre moyen de monocytes par rapport au nombre de D. dendriticum.
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FIGURE 7. — Nombre moyen d’€osinophiles par rapport au nombre de D. dendriticum.

sur les petites douves est mal connu. Une relation quantitati-
ve entre D. dendriticum et cellules inflammatoires a pii étre
établie. L application future de nouvelles techniques d’exa-
mens histologiques permettra, a ’avenir, de mieux préciser
I’effet des cellules inflammatoires sur ces helminthes.
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par Dicrocoelium dendriticum
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Résumé — L'objectif de cette analyse est de déterminer 'évolution des lésions dans le tissu hépatique,
provoquée par la dicrocceliose, en fonction de la quantité de parasites. Sur 274 foies de bovin saisis
aux abattoirs et autopsiés pour cause d'infestation par Dicrocoelium dendriticum, 191 ont montré des
lésions hépatiques révélant une prolifération des canaux biliaires, une modification des surfaces de ces
voies biliaires et une fibrose hépatique. Les surfaces des canaux biliaires et des lésions de fibrose hépa-
tiques ont présenté une augmentation pour des niveaux d’infestation de 0 a 300 D dendriticum. Au-defa
de ces valeurs (de 301 a 600 petites douves), une diminution a été observée.

Dicrocoelium dendriticum / canal biliaire / fibrose hépatique / bovin

Summary — Histopathological analysis of the bovine livers after infection by Dicrocoelium
dendriticum. The object of this study was to determine the evolution of the lesions provoked by dicro-
coeliasis in hepatic tissue, as a function of the quantity of parasites. Of the 274 bovine livers taken from
the slaughterhouse and autopsied for Dicrocoelium dendriticum infection, 191 demonstrated hepatic
lesions that revealed a proliferation of bile ducts, modilications of the bile ducts and hepatic fibrosis
lesions. The modifications of the surfaces of the bile ducts and the hepatic fibrosis lesions increased
with the level of infestation from 0 to 300 D dendriticum. Above these values, from 301 to 600 flukes,
a decrease was observed.

Dicrocoelium dendriticum / bile duct / hepatic fibrosis / bovine

* Correspondance et tirés a part
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INTRODUCTION

Des études histopathologiques des [ésions
de dicrocceliose a Dicrocoelium dendriticum
(petite douve) ont déja été effectuées chez le
mouton, montrant une prolifération des cel-
lules et fibres conjonctives autour des canaux
biliaires et des ramifications de la veine porte
et des arteres hépatiques (Euzéby, 1971)
et chez la chévre (Dévillard et Villemin,
1976). Toutefois peu d’études ont été réali-
sées sur la physiopathologie de la dicrocce-
liose dans le foie de ces animaux et encore
moins chez les bovins. On sait cependant
gue la présence de D dendriticum dans le
foie des bovins provoque des lésions tissu-
laires caractérisées par une dilatation et un
épaississement des vaisseaux de la paroi
des canaux biliaires ou télangiectasie
(Gebauer, 1961 ; Malek, 1980 ; Alzieu et
Ducos de Lahitte, 1991). La dicrocceliose
aurait aussi une influence modératrice sur
la prolifération des cellules épithéliales intra-
hépatiques des canaux biliaires (Rahko,
1972). Les phénomeénes de fibrose hépa-
tique suivie de cholangite et d’épaississe-
ment de la paroi des canaux biliaires (Urqu-
hart et Armour, 1973 ; Murray, 1974 ; Eckert
etal, 1977 ; Morimura et al, 1982) et de pro-
lifération marquée des mastocytes (Pfister
et Meierhofer, 1986 ; Wicki, 1991), obser-
vés chez les bovins aprés infestation du foie
par Fasciola hepatica (grande douve), sont
de faible gravité suite a une infestation du
foie par D dendriticum.

L'objectif de ce travail visait a établir une
relation entre les lésions histopathologiques
observées au cours de la dicrocceliose (pro-
lifération des canaux biliaires, mesure de
la surface des canaux biliaires, des lésions
de fibrose hépatique) et la charge parasi-
taire en D dendriticum.

MATERIEL ET METHODES

L’étude histologique a porté pour chaque ani-
mal sur 3 morceaux de foie de bovins sur un

nombre total de 191 organes provenant des abat-
toirs de Berne (Suisse) de juin 1990 a juin 1991,
A chacun d’eux nous avons attribué une forme
particuliére afin de les repérer. lls ont été préle-
vés respectivement dans les parties antérieure,
médiane et postérieure de 'organe. lls ont été
fixés dans du formol & 4 %. Les coupes histolo-
giques transversales (en congélation) des mor-
ceaux de foies ont été effectuées au cryostat
(de 8 2 10 um d'épaisseur) et colorées & I'éosine
hématoxyline (Wheater et Burkitt, 1987). Deux
lobules (unité hépatique) ont été analysés par
coupe histologique, ce qui totalisait six lobules
pour chaque bovin. Le lobule hépatique (fig 1A)
est composé d'une veine centrale et des angles
lobulaires ou espaces portes. Dans I'état nor-
mal d'un lobule, I'espace porte comporte tou-
jours un canal biliaire, une artére hépatique et
une veine porte qui constituent la triade hépa-
tique. A chaque angle lobulaire, nous avons
quantifié le nombre des canaux biliaires (fig 1B)
aussi en fonction du niveau d'infestation des ani-
maux (nombre de parasites allant de 0 a 100,
de 101 a 200, de 201 a 300, de 301 & 400, de
401 a 500 et de 501 a 600). Les mesures de la
surface des canaux biliaires (fig 1C) et des
lésions de fibrose hépatique (fig 1D) ont été effec-
tuées a I'aide d'un oculaire micrométrique gradué
suivant le principe d’étalonnage (Thienpont et
al, 1979).

Les différentes mesures ont été effectuées
indépendamment du nombre de foies prélévés,
de la taille de la surface des voies biliaires et des
zones de lésions de fibrose.

Les valeurs obtenues aprés les analyses ont
été collectées et testées selon Mann Whitney,
Kruskal Wallis, le test d’analyse de variance et
le syteme SAS (Statistical analysis system). Le
test d’analyse de variance et le systéme SAS ont
été retenus.

RESULTATS

Nombre moyen de canaux biliaires
et niveau d’infestation en petites
douves (tabieau I)

Le nombre moyen de canaux biliaires était
le plus élevé dans la catégorie de 101 &4 200
D dendriticum. Le nombre moyen le plus
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Tableau I. Nombre de canaux biliaires, surfaces des canaux biliaires et des lésions de fibrose
hépatique (valeurs cumulées) en fonction du niveau d'infestation des foies de bovin (191) par

D dendritricumn.

Niveau Nombre Nombre de Nombre de Surface des Surface
d'infestation de foies D dendriticum canaux biliaires canaux biliaires des lésions
en D dendriticum (moyenne + (moyenne + (mm2) de fibrose
écart type) écart type) hépatique (mm2)
0-100 32 98 + 54 8+3 6+2 79+ 22
101-200 54 194 + 128 1416 22+t9 351+ 82
201-300 48 258 + 309 10+ 3 24 + 11 374+ 115
301-400 43 379 £ 266 12+ 4 12+7 195+ 39
401-500 10 497 + 377 11+3 713 100+ 33
501-600 4 588 + 366 7+2 8+2 111137

(6 mm2). Cependant une augmentation des
surfaces (22 mm?) est apparue dans la caté-
gorie de 101 a 200 parasites, pour atteindre
la valeur la plus élevée (24 mm?2) dans la
catégorie de 201 a 300 petites douves. La
surface des canaux biliaires était corrélée
au taux d’infestation par D dendriticum
(p < 0,01). Entre 300 et 600 parasites, on a
observé une diminution des surfaces des
voies biliaires.

Surfaces de fibrose hépatique situges
dans la triade hépatique en fonction
du nombre de parasites

Le tableau | donne des mensurations effec-
tuées sur le parenchyme hépatique pro-
prement dit. De 0 a 100 D dendriticum, la
valeur des surfaces décrites était faible
(79 mm2). On a constaté cependant une
augmentation de cette valeur (351 mm?)
pour la catégorie de 101 a 200 parasites.
La valeur la plus élevée des surfaces trans-
versales de fibrose (374 mm?2) est apparue
dans la tranche de 201 a 300 D dendriti-
cum.

Ainsi, de 0 a 300 petites douves, les
surfaces de fibrose s’accroissaient en fonc-
tion du nombre des parasites. La corréla-
tion entre les Iésions fibrotiques et le
nombre de D dendriticum n’était pas signi-
ficative.

DISCUSSION

Le but du présent travail était d’étudier la
relation entre les |ésions histopatholo-
giques dues a D dendriticum et le nombre
de parasites. Une prolifération des canaux
biliaires, suite a la dicrocceliose, était
visible dans les espaces portes des diffé-
rentes coupes histopathologiques exami-
nées. Cependant 'expérience montre qu’il
n’y a pas eu daugmentation significative
du nombre moyen de canaux biliaires
quand le nombre de parasites augmen-
tait. Les phénomenes d’hypertrophie des
voies biliaires, difficilement visibles du fait
du parasitisme (Luffau, comm pers), n'ont
pas été constatés. La discrétion des
Iésions provoquées par D dendriticum
(Alzieu et Ducos de Lahitte, 1991) chez
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les bovins pourrait étre a I'origine de la
faible prolifération des canaux biliaires
dans les différents espaces portes.

D dendriticum, grace a son stylet buc-
cal, irrite la paroi des canaux biliaires, ce
qui provoque leur prolifération (Wolff et al,
1984) et modifie leur surface dans les angles
lobulaires. Mais cette irritation ne suffirait
pas a elle seule a expliquer les phénoménes
de fibrose hépatique. Les tissus hépatiques
préalablement infestés comportent des
zones de fibrose dispersées suite a la syn-
thése du collagéne (Rogers, 1983). Cette
hypothése pourrait expliquer les phéno-
meénes de fibrose observés sur les diffé-
rentes coupes histopathologiques exami-
nées durant cette expérience. Les surfaces
des canaux biliaires s’accroissaient signifi-
cativement (p < 0,01) lorsque le nombre de
D dendriticum augmentait. Si le rapport entre
les valeurs des surfaces de lésions de
fibrose hépatique et le nombre de D den-
driticum n'a pas révélé de différence signi-
ficative, cette relation évoluait dans le méme
sens que celle observée entre les valeurs
des surfaces des canaux biliaires et le
nombre de D dendriticum, ¢'est-a-dire dans
le sens d'une augmentation dans la caté-
gorie de 0 a 300 petites douves. La surface
des canaux biliaires et des lésions de fibrose
hépatique diminuent quand le nombre de
petites douves était supérieur a 300. Ceci
pourrait s’expliquer par la réaction de I'héte,
mais également par les périodes d'installa-
tion des petites douves adultes (automne
et hiver) dans les canaux biliaires (Euzéby,
1971). Mais I'effet des cellules inflamma-
toires sur les petites douves est mal connu.
Celles-ci pourraient s'adapter a la réaction
de 'héte. Il est possible que des zones de
Iésions de fibrose se résorbent aprés
d’éventuels traitements médicamenteux
avant 'abattage des bovins, ce qui rédui-
rait la possibilité de découvrir des régions
de fibrose hépatique.

En conclusion les examens approfondis
des lésions histopathologiques permettent

d’affirmer que les surfaces des canaux
biliaires augmentent de maniére corrélée a
Félévation du nombre de D dendriticum seu-
lement de 0 a 300 parasites. La surface des
lésions de fibrose mesurées suit apparem-
ment cette relation.
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