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Passage d’éléments d’origine microbienne
a travers la muqueuse intestinale du lapin.
Etude autoradiographique aprés marquage
des microorganismes par la glycine tritiée
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145, avenue de Muret, 31076 Toulouse Cedex.

Summary. Passage of bacterial material through the intestinal mucosa of rabbits. Autforadio-
graphic study using iritiated glycine-labelled microorganisms.

Using autoradiography, the migration of bacterial material absorbed by the rabbit
intestinal mucosa was studied in intestinal loops containing tritiated glycine-labelled micro-
organisms. These microorganisms adjoined the absorbing cells which took the bacterial
glycine ; small lymphocytes carried it to the lamina propria. In that part of the villus,
macrophages and lymphocytes conveyed the bacterial glycine in the blood and lymphatic
vessels. In the spleen and mesenteric nodes, the lymphocytes, passed through the veinlet
endothelium to migrate into the lymphatic vessels and lymphoid follicles. A part of the
glycine was used for liver metabolism. The part unused by the organism, distributed over
the whole small intestine by the circulation, was preferentially excreted by the jejunal
mucosa goblet cells.

Introduction.

[l est admis depuis de nombreuses années que les mammiféres vivent en symbiose
avec la flore microbienne de leur tractus infestinal. Cefte microflore effectue des
synthéses protéiques, glucidiques, vitaminiques, etc... 4 partir de matériaux contenus
dans le bol alimentaire ou excrétés par la muqueuse dans la lumiére intestinale.
L'organisme peut ensuite capter la plupart des composés ainsi élaborés. Si, dans cette
association symbiotique, les synthéses bactériennes sont actuellement bien connues,
il n’en est pas de méme du comportement de la muqueuse vis-a-vis de fa microflore, ni
des mécanismes d’absorption de ses métabolites.

Les observations de Hampton et Rosario (1965) en microscopie électronique ont
révélé que des microorganismes intestinaux peuvent s’associer étroitement aux cel-
lules épithéliales de la muqueuse. Par ailleurs, les cellules de Paneth douées de phago-
cytose, renferment fréquemment des restes de microorganismes intestinaux (Balas,
1974). Les travaux de Grys (1966) prouvent que le cytoplasme des entérocytes contient
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du matériel bactérien ainsi que des fragments membranaires d’Escherichia coli.
Enfin, dans une étude récente (Petitprez et al., 1978) nous avons pu montrer que le fer
bactérien traverse |’épithélium infestinal, avant d’étre pris en charge par des phago-
cytes mononucléés pour &tre acheminé vers le milieu intérieur. Ces différents travaux
semblent indiquer que les constituants bactériens sont susceptibles de franchir la
barriére intestinale pour passer ensuite dans la circulation.

Néanmoins, de nombreux points restent obscurs : en particulier demeurent
indéterminées la fagon dont s’effectuent les échanges entre bactéries et entérocytes,
I'identité des cellules impliquées dans les diverses phases du transport ainsi que les
voies d’acheminement des cellules mobiles. Pour tenter de lever ces indéterminations,
nous avons choisi de marquer les microorganismes par la glycine tritiée, car, d'une
part, la glycine est largement incorporée dans les métabolites bactériens, et, d’autre
part, le tritium autorise I’élaboration d’histoautoradiogrammes de haute résolution.
Les microorganismes ainsi marqués ont été mis au contact d’anses intestinales pendant
des durées variables afin d'établir par analyse histoautoradiagraphique une ciné-
tique du passage transmuqueux d’éléments de la microflore intestinale.

Matériel et méthodes.

Afin d’obtenir une vue dynamique précise du passage du matériel bactérien a
travers la muqueuse intestinale, nous avons placé, pour des durées variables, des
micro-organismes caecaux marqués par de la glycine tritiée, dans des anses intesti-
nales isolées chez le Lapin.

1. — Anses isolées.

Nous avons réalisé, sur deux séries de 10 lapins de 2,5 kg en moyenne, des anses
isolées de 15 cm environ, en utilisant la technique adoptée par Moncoulon et al. (1976).
Pour une série les anses ont été isolées sur le duodénum pour I'autre série sur le
jéjunum.

2. — Obtention des microorganismes marqués.

Les microorganismes sont isolés & partir de caecum de Lapin. Aprés abattage de
I’animal, le contenu de I'organe est mis en suspension dans 300 ml de NaCl a 9 p. 1 000,
filtré sur gaze et centrifugé pendant 5 mn a 2 500 g afin d’éliminer les particules végé-
tales. Le surnageant est repris, centrifugé a 18 000 g pendant 20 mn, le culot ainsi
obtenu renferme une grande partie des bactéries caecales. Un gramme de ce culot est
mis en suspension dans 20 ml du surnageant auxquels sont adjoints 20 mg de peptone
et 400 uCi de glycine 3H (CEA Saclay). La culture ainsi réalisée est incubée 48 h &
38 oC.

Durant cette période des micro-prélévements sont effectués a intervalles réguliers,
permettant de réaliser des frottis que I'on soumet au procédé autoradiographique de
Ficq (1961). Ceci nous a permis de vérifier que le marquage des microorganismes par
la glycine augmente réguliérement jusqu’a la 6 heure et atteint un maximum a partir
de la 12¢ heure. Afin d’éliminer toute trace de glycine 3H en solution, la suspension
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bactérienne est soumise a 3 lavages successifs a ’aide de liquide physiologique éliminé
par centrifugation.

3. — Prélévements et traitement des échantillons.

La suspension bactérienne est introduite par fractions de 2 ml dans les anses
intestinales préalablement lavées a I'aide d’une solution de NaCl a 9 p. 1000 a
38 0C. Les bactéries sont laissées au contact de la muqueuse intestinale pendant des
durées variables : 30 mn,1 h,2hou 4 h.

Les Lapins sont ensuite sacrifiés. Le traitement histologique des échantillons
d’organes prélevés est fait selon la méthode précédemment exposée (Petitprez et al.,
1978) (coupes de 6 um ; émulsion nucléaire llford, Type K2 ; exposition : 21 jours).
Chaque comptage du nombre de grains d’argent développé est rapporté a une aire de
100 um? de structure cellulaire. Dans les figures 1 et 2 chaque moyenne est accompa-
gnée de son erreur type. La comparaison des moyennes a été effectuée en utilisant le
test « t » de Student.

Résultats.

1. — Activité de I'anse isolée.

Nous avons pu observer des bactéries associées & la muqueuse intestinale (pho-
tos 1 et 2). Elles sont accolées a un ou plusieurs entérocytes et fréquemment englobées
dans des coulées de mucus.

Au niveau de la jonction entre les microorganismes et les cellules épithéliales, ia
paroi bactérienne présente un éclaircissement qui s’accompagne fréquemment de
modifications du cytoplasme bactérien suggérant une lyse progressive. Le marquage
des microorganismes est parfois si étroitement associé aux entérocytes qu’il est diffi-
cile de préciser la position intra-entérocytaire ou bien intra-bactérienne de la glycine
tritiée. ‘

Prés des zones de jonction avec les microorganismes, I'épithélium muqueux est
fréquemment infiliré par des mononucléaires assez volumineux qui sont vraisembla-
blement des plasmocytes.

Les entérocytes sont marqués trés tot (photo 3) (moins de 30 mn aprés I'introduc-
tion des bactéries) dans leur cytoplasme supra-nucléaire. L’activité de ces cellules
augmente avec la durée de contact des microorganismes. Nous n’avons jamais
observé de trace de radioactivité dans la partie infra-nucléaire des entérocytes ; a
ce niveau de la muqueuse, le marquage semble étre exclusivement réparti dans les
lymphocytes épithéliaux, situés dans les espaces de Griinhagen.

Ces petits lymphocytes sont intensément marqués dés la 30¢ minute (fig. 1 et 2).
Le matériel bactérien franchit rapidement la barriére duodénale puisque en moins
d’une heure, le marquage lymphocytaire est maximal & ce niveau. Par contre dans les
anses jéjunales, le marquage des petits lymphocytes n’augmente significativement
qu’entre la 2¢ et la 4¢ heure. D'autre part, la quantité de glycine présente dans la
muqueuse est moins importante dans les anses jéjunales que dans les anses duodé-
nales.
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PLANCHE

Etude du passage de micro-organismes marqués par la glycine tritiée
a travers la muqueuse d’anses intestinales isolées

(Fixation : éthanol-acide acétique 3/1 ; coloration : vert de méthyl-pyronine).

PHOTO 1. — Microorganisme éiroitement accolé d la partie apicale des entérocytes (e). La paroi bacté-
rienne présente, au contact des cellules épithéliales, un éclaircissement (fléche) qui s’accompagne
d'une lyse du cytoplasme bactérien (Cy) (G : 3 000 fois).

PHOTO 2. — Microorganisme intensément marqué par la glycine tritiée. Une extrémité de cette bactérie
fait saillie a I'intérieur du cytoplasme d’'un entérocyte (e). Dans tefte zone, la paroi bactérienne
n’est plus visible (fléche). Du marquage est passé dans le cytoplasme entérocytaire (G : 2 000 fois).

PHOTO 3. — Fragment de muqueuse d’une anse duodénale mise au contact de microorganismes marqués.
La glycine bactérienne (fléche) est localisée dans la partie supra nucléaire des entérocytes (e).
On note la présence de plusieurs petits lymphocytes (Ly) dont certains sont a proximité du matériel
bactérien, alors que d’autres sont situés prés de la Lamina propria (Ip) (G : 1 500 fois).
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Dans la Lamina propria, P'activité est répartie sur deux types de cellules : des
macrophages, cellules allongées situées essentiellement dans le tissu conjonctif, et des
grands lymphocytes, fréquents dans la partie vasculaire de I'axe de la villosité. Les
grands lymphocyles des anses duodénales montrent un marquage maximal en moins
de 2 h.
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FIG. 1. — Activités tissulaires (exprimées en nombre de grains d’argent par 100 um?) d’organes pré-

levés chez des Lapins dont les anses duodénales isolées ont contenu une suspension de bactéries marquées
par de la glycine tritiée (20 uCi/ml), pendant des durées variables.

FIG. 2. — Activités tissulaires (exprimées en nombre de grains d’argent par 100 um?) d’organes pré-
levés chez des Lapins dont les anses jéjunales isolées ont contenu pendant des durées variables une
suspension de bactéries marquées par de la glycine tritiée (20 umCi/mi).

Dans le méseniere, le tritium est situé dans des lymphocytes. L’évolution du
marquage de ces cellules est le reflet du marquage des lymphocytes de la Lamina
propria.
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Les cellules caliciformes semblent avoir un comportement particulier au sein de
la muqueuse. En effet, le marquage n’apparait intensément qu’au cours de la 4¢ heure.
Dans les fragments de mésentére prélevés, nous avons pu observer des ganglions
lymphatiques. Leur marquage débute toujours dans la zone centrale, au niveau des
cordons folliculaires (2¢ heure) et se poursuit dans les follicules [ymphoides (4¢ heure).

2. — Répartition de la glycine bactérienne dans le rein, le foie et la rate.

Le rein ne contient aucun marquage significatif ni dans les celiules du néphron,
ni dans le tissu conjonctif.

Dans le foie, le marquage apparait (aprés 1 h), dans les régions périvasculaires, le
cytoplasme des cellules de Kiippfer renfermant trés tt de la glycine bactérienne
(fig. 1 et 2). Le marquage des hépatocytes ne se fait que plus tardivement (aprés 2 h).

Dans la rate, 'activité débute dans la pulpe rouge, zone richement vascularisée,
pour affecter ensuite les formations lymphoides de la pulpe blanche (fig. 1 et 2).
Dans [a pulpe rouge, fes cellules marquées sont des macrophages ou des polymorpho-
nucléaires. Par contre, dans la pulpe blanche, les molécules radioactives sont portées
par des lymphocytes.

3. — Activité des segmenis en place du tractus intestinal.

Aprés introduction de bactéries dans les différentes anses isolées, fous les seg-
ments d’intestin gréle prélevés dans un délai de 30 mn sont dépourvus de radioactivité.

Une heure aprés l'introduction de bactéries dans I'anse isolée, les segments de
duodénum n’ayant pas été en contact avec les bactéries marquées, sont dépourvus
de radioactivité, alors que les segments jéjunaux sont marqués au niveau de la Lamina
propria. Cette radioactivité du jéjunum augmente au cours de la 2¢ heure et s’étend a
I'ensemble de la muqueuse. D’autre part, aprés 4 h de contact, I'épithélium de tous les
segments intestinaux renferme une radioactivité importante.

Nous avons noté un décalage entre la charge des segments duodénaux et jéju-
naux ; ces derniers sont plus intensément et plus rapidement marqués que les pre-
miers.

D’auvtre part, de fagon générale, le tractus intestinal des animaux porteurs
d’une anse duodénale contient davantage de marquage que celui des Lapins munis
d’une anse jéjunale.

Au sein de la muqueuse, ce sont presque exclusivement les cellules caliciformes
qui portent le marquage. Cette activité est répartie a la périphérie des grains de mucus.
Apres libération des mucines dans la lumiére intestinale le marquage des mucopoly-
saccharides est uniforme.

Discussion.

1. — Association des bactéries ¢ la muqueuse infestinale.

De telles associations ont été mentionnées par quelques auteurs : Nelson et Mata
(1970) ont trouvé des cocci accolés ala muqueuse de I'iléon, et Savage (1970) a observé
des batonnets gram-positifs liés & I'apex des villosités. Des constatations similaires ont
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aussi été faites, en microscopie électronique, par Hampton et Rosario (1965) ; ces
auteurs ont observé la formation de vésicules de pinocytose dans la zone de jonction
entre microorganismes et cellules épithéliales. De ces travaux, il ressort que les
entérocytes, lors de leur contact avec les microorganismes, entfament simultanément
une lyse et un processus d’endocytose du matériel bactérien.

Aprés pénétration dans I’entérocyte, le matériel bactérien est vacuolisé dans des
hétérophagolysosomes (Hampton et Rosario, 1965) au sein desquels s’effectue une
digestion progressive aboutissant & la formation de figures myéliniques observées par
Pitha (1968) et Balas (1974).

Les images que nous avons observées suggérent une lyse progressive de la cellule
bactérienne par les sécrétions de I’entérocyte, le matériel cytoplasmique bactérien
pourrait &tre ensuite absorbé par cette méme cellule épithéliale.

2. — Réle des lymphocytes épithéliaux.

Les lymphocytes épithéliaux sont les éléments les plus rapidement marqués dans
la muqueuse. Ces lymphocytes sont toujours observés dans la couche épithéliale,
au-dessous du niveau des noyaux des entérocytes. lls ne le sont que trés rarement
vers la lumiére intestinale. Ces petits lymphocytes ne peuvent donc pas assurer direc-
tement I’absorption de matériel bactérien. lls pourraient plutét permettre le transfert
de ces éléments de I'entérocyte vers la Lamina propria.

L’épithélium intestinal renferme un grand nombre de petits lymphocytes. Des
exiractions ont été réalisées par Rudzik et Bienenstock (1974) sur la muqueuse de
I'iléon. Ces auteurs trouvent que 90 p. 100 des celivles lymphoides de la muqueuse
sont des lymphocytes, parmi lesquels la moitié environ est constituée de petits lympho-
cytes épithéliaux. Ces cellules principalement situées dans les espaces de Grinhagen,
seraient capables d’émettre des pseudopodes et de pénétrer assez profondément dans
les entérocytes adjacents. D’autre part, les [ymphocytes qui arrivent prés de la Lamina
propria contiennent beaucoup plus de lysozomes et de vacuoles, que ceux situés & -
hauteur du noyau des entérocytes (Meader et Landers, 1967).

Ainsi les petits lymphocytes par leur grande motilité, seraient capables de capter
le matériel bactérien contenu dans le cytoplasme des entérocytes et de le transférer, au
sein de phagolysosomes, vers la Lamina propria.

3. — Marquage des éléments cellulaires de la Lamina propria.

Dans la Lamina proprig, les cellules renfermant le matériel bactérien sont essen-
tiellement des macrophages et des grands lymphocytes. Nous n’avons que frés rare-
ment trouvé des petits lymphocytes. Le retard de marquage observé entre la Lamina
propria et I'épithélium suggére un délai de transfert du matériel bactérien.

La glycine tritiée des bactéries a donc été échangée au niveau de la membrane
basale des entérocytes entre petits lymphocytes et macrophages. Certaines observa-
tions, réalisées en microscopie électronique, ont montré que la Lamina propria
contient surtout des lymphocytes et des plasmocytes (Kagnoff, 1974) associés a des
macrophages (Clark, 1963). Ces rapports étroits entre les diverses cellules suggérent
un échange de matériel. En effet Deane (1964) a observé des vésicules identiques de
part et d’autre de jonctions intercellulaires complexes. D’aprés cet auteur, les macro-
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phages, aprés avoir phagocyté et dégradé les bactéries, transférent une partie de ce
matériel aux plasmocytes. Ces éléments constituent I'information nécessaire & la
synthése de gamma-globulines spécifiques (Deane, 1964).

Crabbe ef al. (1968) ont montré que le duodénum renferme trois fois plus de
plasmocytes sécrétoires que I'iléon, que les animaux axéniques sécrétent de 10 &
15 fois moins d'IgA que les animaux conventionnels, et que la sécrétion d’anticorps
par les cellules immuno-compétentes de I'intestin gréle se fait effectivement en réponse
a une stimulation antigénique due a la flore bactérienne. Nous pouvons penser que
cette plus grande activité sécrétoire du duodénum est & 'origine des absorptions plus
rapides et plus importantes que nous avons observé dans cette partie de I'intestin
gréle. Bien que Walker et Isselbacher (1974) aient pu montrer que I'absence d’igA
facilite I’absorption de certaines macromolécules, le réle précis de la réaction immu-
nitaire devra &tre étudié ultérieurement, car un probléme subsiste au niveau de
Iiléon. Riche en amas lymphoides et en plaques de Peyer, la partie distale de l'intestin
gréle est celle qui sécréte le moins d’anticorps (Crabbe et al., 1968) mais il semblerait
que les cellules lymphoides ne soient jamais en contact avec les antigénes bactériens
(Bienenstock et Dolezel, 1971), mé&me si des microorganismes filamenteux peuvent
étre directement attachés & I’épithélium superficiel des plaques de Peyer (Abrams,
1977).

4. — Répartition de la glycine tritiée dans les ganglions lymphatiques le foie et la
rate,

Les différents résultats nous aménent & penser que la glycine tritiée, contenue
dans les lymphocytes sanguins et mésentériques, pourrait étre sélectivement orientée
vers les formations lymphoides de I'organisme. Ce phénoméne a d’ailleurs été déja
observé dans les ganglions lymphatiques (Gowans et Knight, 1964).

La glycine bactérienne portée par les [ymphocytes est distribuée vers les différents
organes simultanément par la voie sanquine et la voie lymphatique.

Au niveau du foie, le matériel bactérien capté par les cellules de Kiippfer serait
ensuite transféré aux hépatocytes en vue d’une utilisation dans diverses synthéses.

5. — Excrétion intestinale.

Les résultats sont en accord avec les travaux de Petitprez et al. (1978) montrant que
I’excrétion du fer bactérien par la muqueuse intestinale se fait préférentiellement
auv niveau du jéjunum.

Le transport sanguin de la glycine bactérienne est assuré par des lymphocytes et,
dans la Lamina propria, elle est prise en charge par des macrophages. Les travaux
de Mouriquand (1961), de Crosby (1963), de Cattan et al. (1965) impliquent aussi les
macrophages dans I'élimination intestinale du fer par sortie de ces cellules dans la
lumiére intestinale.

Nous avons trouvé dans I'épithélium muqueux, des cellules caliciformes trés
significativement marquées 4 h aprés la mise des bactéries au contact de I'anse isolée.
Il pourrait donc exister, en plus de I'excrétion directe par les macrophages, un trans-
fert de marquage sur les cellules caliciformes.
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Conclusion.

Les bactéries czcales du Lapin, marquées in vifro au moyen de glycine 3H ont été
introduites dans des anses intestinales isolées chez le Lapin a I'abri de P'action lysante
des sucs digestifs. Le devenir du marquage a pu &tre suivi avec précision, a I'échelle
cellulaire, par histoautoradiographie de haute résolution, du fait de la faible énergie
des particules émises.

Les entérocytes absorbent des éléments microbiens et leur font franchir la
muqueuse infestinale. Le matériel bactérien issu des phagolysosomes est véhiculé par
des cellules du systéme réticulo-endothélial : les phagocytes mononucléés qui emprun-
tent indifféeremment les voies sanguine ou lymphatique. La glycine issue des corps
bactériens a été retrouvée au niveau du foie et de la rate.

Chez le Lapin, les microorganismes cacaux se développent sur un milieu
constitué essentiellement de nutriments non absorbés ou libérés par P'intestin gréle.
Par coprophagie, I'animal réingére une partie de ces bactéries qui, au niveau de
I'intestin gréle, constituent un apport nutritif complémentaire. De ce faif les micro-
organismes du caecum jouent un réle d’économie nutritionnelle par limitation des
pertes.

Regu en mars 1978.
Accepté en décembre 1978.
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