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Description Du sujet  
De recherche aborDé

Il existe très peu de données dans la 

littérature sur l’organisation et le fonc-

tionnement du système immunitaire au 

sein du tractus respiratoire du chien, 

qu’il soit sain ou souffrant de maladie 

respiratoire. Dès lors, dans la première 

partie de ce travail, nous avons, au 

moyen de méthodes histochimiques 

et immunohistochimiques, caractérisé 

la distribution et l’organisation des 

populations leucocytaires dans le trac-

tus respiratoire de chiens indemnes de 

pathologie respiratoire, afin de déter-

miner si du tissu lymphoïde organisé 

est présent dans la muqueuse et si le 

nombre et la distribution des différents 

types de leucocytes varient en fonc-

tion de l’âge ou du site de prélève-

ment dans le tractus respiratoire. Nous 

avons également quantifié l’expression 

des ARN messagers (ARNm) codant 

pour certaines cytokines dans les tis-

sus respiratoires de ces chiens afin de 

déterminer d’éventuelles différences 

d’expression en fonction de l’âge ou du 

site de prélèvement.

La pathogénie de la plupart des mal-

adies respiratoires du chien n’est pas 

bien élucidée. Pour certaines d’entre 

elles, comme la bronchopneumopathie 

éosinophilique (BPE) et l’aspergillose 

naso-sinusale (ANS), des dysfonction-

nements du système immunitaire sont 

suspectés. La BPE est une maladie cara-

ctérisée par l’infiltration d’éosinophiles 

dans les poumons et les bronches, pour 

laquelle aucune cause à l’origine de 

l’infiltration éosinophilique n’est iden-

tifiée (Clercx et al., 2000). L’ANS est 

une infection mycotique localisée, le 

plus souvent causée par Aspergillus 

fumigatus (Sharp et al., 1991). Les 

chiens atteints de cette maladie n’ont 
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pas d’immunodépression systémique 

et il est difficile de comprendre pour-

quoi cet organisme saprophyte entraîne 

une rhino-sinusite sévère chez certains 

chiens alors qu’aucune maladie n’est 

induite chez d’autres.

Dans le présent travail, nous nous som-

mes attachés à investiguer la nature de la 

réaction inflammatoire survenant dans 

ces deux entités cliniques. Pour ce faire, 

nous avons caractérisé les populations 

leucocytaires et quantifié, au moyen des 

techniques de RT-PCR en temps réel, 

l’expression des ARNm codant pour 

une série de cytokines dans des biopsies 

perendoscopiques prélevées chez des 

chiens souffrant d’ANS ou de BPE.

Notre hypothèse de travail était que 

la BPE est une maladie dans laquelle 

la réaction inflammatoire est de type 

Th2. Dans ce cas, on s’attend notam-

ment à ce que les LT CD4+ prédomi-

nent sur les LT CD8+ dans la muqueuse 

bronchique (Robinson et al., 1992) et 

que l’expression tissulaire des ARNm 

codant pour les cytokines Th2 (inter-

leukine [IL]-4, IL-5 et IL-13) (O’Byrne 

et al., 2004), certaines chimiokines 

(RANTES, monocyte chemoattract-

ant proteins [MCPs] et éotaxines) et 

le CC chemokine receptor (CCR) 3 (le 

récepteur des éotaxines) (Ying et al., 

1999) soit augmentée par rapport à leur 

expression chez les chiens « contrôle ».

En ce qui concerne l’ANS, notre 

hypothèse était que la réaction immune 

locale montée par l’hôte contre 

Aspergillus est de type Th1. Dans ce 

cas, il est attendu que les LT CD8+ se 

retrouvent en proportion significative et 

que l’expression des ARNm codant pour 

les cytokines proinflammatoires (IL-6, 

IL-12, IL-18 et TNF-α), les cytokines 

Th1 (IFN-g) ainsi que les chimiokines 

attirant les neutrophiles (IL-8) et les cel-

lules mononucléées (MCPs) soit aug-

mentée (Romani, 2004).

résultats

Des prélèvements post-mortem ont 

été réalisés chez des chiens adultes 

(n=10) et des chiots (n=5) indemnes de 

pathologie respiratoire, à partir de cinq 

sites dans le tractus respiratoire (cav-

ité nasale, carène trachéale, bronche 

primaire, bronche secondaire et paren-

chyme pulmonaire). A l’examen his-

tologique, aucun tissu lymphoïde 

organisé en follicules n’a été observé 

dans ces échantillons. Les marquages 

immunohistochimiques ont été réalisés 

au moyen d’anticorps primaires spéci-

fiques de IgA, IgG, IgM, IgE, HLA-

DR (molécule MHC de classe II), L1 

(antigène myélomonocytaire), CD3, 

CD4, CD8, TCRab, TCRgd et CD1c 

(protéine exprimée à la surface des cel-

lules dendritiques). La distribution des 

différents types cellulaires a été décrite 

et les cellules marquées ont été comp-

tées. De nombreuses différences dans 

le nombre de cellules ont été observées 

entre les chiots et les chiens adultes et/

ou d’un site de prélèvement à l’autre. 

La quantification des ARNm codant 

pour les cytokines IL-4, IL-5, IL-6, IL-

10, IL-12p40, IL-18, TNF-α, IFN-γ et 

TGF-β et pour les chimiokines MCP-2, 

éotaxine-2 et éotaxine-3 a été réalisée 

sur des prélèvements issus des mêmes 

chiens que ceux inclus dans l’étude 

immunohistochimique. Il n’y avait pas 

de différence d’expression entre les chi-

ots et les chiens adultes mais certaines 

différences ont été observées d’un site à 

l’autre pour certaines cytokines/chimi-

okines.

Les mêmes anticorps que ceux cités 

plus haut (à l’exception de l’anticorps 

spécifique des IgE canins) ont été uti-

lisés pour l’étude immunohistochimique 

des populations leucocytaires présentes 

dans la muqueuse bronchique de chiens 

souffrant de BPE. Les résultats de cette 

étude n’ont pas permis de préciser la 

nature de la réaction inflammatoire 

mise en place dans cette maladie dans 

la mesure où la qualité des marquages 

réalisés sur tissus congelés (à savoir 

les marquages des sous-populations de 

lymphocytes T, [CD4, CD8, TCRab, 

TCRgd] s’est révélée insuffisante. Le 

profil cytokinique, évalué par la quan-

tification tissulaire des ARNm codant 

pour les cytokines citées plus haut 

ainsi que pour l’IL-8 et l’IL-13, n’a 

pas non plus apporté d’élément déter-

minant pour répondre à cette question. 

Cependant, nous avons montré que 

l’expression des ARNm codant pour 

MCP-3, éotaxine-2 et éotaxine-3 était 

augmentée dans le tissu bronchique 

de chiens souffrant de BPE en com-

paraison avec leur expression dans les 

bronches de chiens indemnes de mala-

die respiratoire. Par contre, l’expression 

d’autres chimiokines (MCP-1, MCP-

2, MCP-4, RANTES) et du récepteur 

CCR3 (unique récepteur des éotaxines 

et un des récepteurs de RANTES et des 

MCP) n’était pas régulée à la hausse 

dans les tissus de chiens avec BPE.

Pour l’étude de la réaction inflamma-

toire mise en place lors d’ANS, des 

biopsies perendoscopiques ont été 

prélevées chez 15 chiens souffrant 

d’ANS, à la jonction entre la cavité 

nasale et le sinus frontal. Les colora-

tions histochimiques utilisées consistai-

ent en hématoxyline & éosine, bleu de 

toluidine (pour les mastocytes), rouge 

sirrius (pour les éosinophiles) et col-

oration de Grocott (pour les éléments 

mycéliens). Les marquages immunohis-

tochimiques ont été réalisés au moyen 

des mêmes anticorps que dans les 

autres études immunohistochimiques 

décrites dans le présent travail. Dans la 

grande majorité des biopsies examinées, 

on retrouvait une muqueuse ulcérée, 

recouverte par un tissu nécrotique et 

sévèrement enflammée. L’inflammation 

de la LP était surtout constituée de cel-
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lules mononucléées (surtout des lym-

phocytes et des plasmocytes mais aussi 

des macrophages). Des hyphes septés et 

branchés ont été observés à la surface 

de l’épithélium ou dans les placards 

nécrotiques superficiels dans les biop-

sies provenant de 6 chiens. En aucun 

cas, des hyphes n’étaient présents sous 

le niveau de l’épithélium. L’observation 

immunohistochimique la plus impor-

tante consistait en la présence de lym-

phocytes CD4+ et lymphocytes CD8+ en 

proportions équivalentes.

En ce qui concerne la quantification 

tissulaire des ARNm codant pour les 

cytokines/chimiokines, les mêmes réac-

tions que celles utilisées dans l’étude 

sur la BPE ont été utilisées à l’exception 

de celle pour RANTES et CCR3. Il y 

avait significativement plus d’ARNm 

codant pour MCP-1, -2, -3 et-4, IL-8, 

IL-10, IL-18 et TNF-α dans les biop-

sies des chiens malades que dans celles 

des chiens « contrôle ». Par contre, il 

n’y avait pas de différence d’expression 

pour les autres cytokines et chimiok-

ines.

conclusions  
et perspectives

Nous avons démontré l’absence de 

structures lymphoïdes organisées en 

follicules dans la muqueuse nasale 

et la muqueuse bronchique à dif-

férents niveaux de l’arbre respiratoire 

dans l’espèce canine. La présence et 

la fréquence de ces structures varient 

d’une espèce à l’autre et, au sein d’une 

même espèce, en fonction de l’âge. Tout 

comme chez les rongeurs, il est pos-

sible que du tissu lymphoïde pharyngé 

(« amygdales pharyngées ») joue les 

rôles dévolus au tissu lymphoïde asso-

cié à la muqueuse nasale chez le chien. 

Il serait dès lors intéressant de vérifier 

cette hypothèse par une étude ultérieure 

investiguant la présence de tissu lym-

phoïde dans le nasopharynx chez le 

chien.

Les résultats des marquages immuno-

histochimiques et des colorations au 

bleu de toluidine réalisés dans les tissus 

de chiens indemnes de maladie respira-

toire nous ont servi de référence pour 

l’étude des populations leucocytaires 

dans l’ANS et la BPE. La localisation 

des différents types cellulaires, ainsi 

que les différences dans leur nombre 

entre les chiots et les chiens adultes et 

entre les portions proximale et distale 

du tractus respiratoire, étaient grosso 

modo similaires à ce qui est décrit dans 

d’autres espèces comme l’homme, 

les rongeurs ou le cheval (Wilkes et 

al., 1992 ; El Kaissouni et al., 1998 ; 

Blunden et Gower, 1999).

Nous n’avons pas pu démontrer que des 

mécanismes de type Th2 prédominent 

dans la pathophysiologie de la BPE. 

En effet, nous n’avons pas pu mettre 

en évidence d’augmentation de la pro-

duction des cytokines de type Th2 par 

les lymphocytes T dans la muqueuse 

bronchique. Les immunohistochimies 

ne nous avaient pas non plus permis de 

mettre en évidence de signes indirects 

d’une imprégnation de type Th2 dans 

la muqueuse bronchique, comme par 

exemple une augmentation du rapport 

lymphocytes CD4 / lymphocytes CD8 

qui, en association avec une infiltra-

tion éosinophilique, suggère un milieu 

à prédominance Th2 (Robinson et al., 

1992).

L’absence de différence significative 

entre les quantités d’ARNm codant pour 

diverses cytokines dans la muqueuse 

des chiens avec BPE et dans celle des 

chiens « contrôle » ne nous permet 

pas de tirer des conclusions quant à la 

nature de la réponse immune mise en 

place dans la BPE. Bien que les méth-

odes utilisées pour la quantification des 

ARNm dans nos études aient été val-

idées (Peters et al., 2004 ; Peters et al., 

2005), l’absence de différence significa-

tive entre les deux groupes pourrait être 

liée au gène rapporteur utilisé pour nor-

maliser nos résultats, en l’occurrence 

celui codant pour la GAPDH. Un gène 

rapporteur idéal est exprimé de façon 

constante d’un individu à l’autre et dans 

toutes les cellules, et son expression 

n’est pas influencée par des médica-

ments, les conditions expérimentales 

ou l’état physiologique de l’individu 

(Bustin, 2000). Or, il a été démontré 

que les concentrations en GAPDH vari-

ent significativement d’un individu à 

l’autre ou d’un moment à l’autre chez 

le même individu (Bustin et al., 1999), 

ou en fonction du stade de dévelop-

pement ou de l’état physiologique, et 

que le gène codant pour la GAPDH est 

l’objet d’une régulation transcription-

nelle complexe. L’utilisation du gène 

codant pour la GAPDH comme stand-

ard interne lors de quantification par 

RT-PCR n’est donc pas idéale (Bustin, 

2000). Cependant, très peu de gènes 

rapporteurs ont été étudiés pour l’espèce 

canine. Il a par ailleurs été démontré 

récemment que des résultats obtenus 

par RT-PCR quantitative sont beaucoup 

plus corrects s’ils sont le résultat d’une 

normalisation basée sur l’utilisation 

de plusieurs gènes rapporteurs que 

si un seul gène rapporteur, quel qu’il 

soit, a été utilisé pour la normalisa-

tion (Vandesompele et al., 2002). Cette 

méthode de calcul du nombre de copies 

d’ARNm est plus complexe et nécessite 

plus de temps que celle faisant appel à 

un seul gène rapporteur ; néanmoins, 

son utilisation devrait se généraliser 

dans le futur.

D’autres facteurs comme le petit nom-

bre de patients et l’hétérogénéité dans 

la sévérité des cas peuvent être en par-

tie responsables des résultats de notre 

étude. Par ailleurs, des types cellulaires 

autres que les lymphocytes T, retrou-

vés dans les biopsies bronchiques (lym-
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phocytes B, éosinophiles, macrophages 

et cellules épithéliales), sont également 

capables de produire des cytokines et 

il est possible que les quantités réelles 

d’ARNm produits par les lymphocytes 

T soient « diluées » dans la total-

ité des ARNm produits. Dès lors, on 

pourrait appliquer les réactions PCR 

de nos études à de l’ARN extrait de 

lymphocytes T isolés à partir de liq-

uide de lavage broncho-alvéolaire ou de 

biopsies bronchiques, comme cela a été 

réalisé dans d’autres études (Zemann et 

al., 2003).

En ce qui concerne les chimiokines, 

nous avons montré une augmentation 

de l’expression des ARNm codant pour 

MCP-3, éotaxine-2 et éotaxine-3 chez 

les chiens avec BPE par rapport aux 

chiens « contrôle », ce qui est similaire 

à ce qui est rapporté dans l’asthme chez 

l’homme (Ying et al., 1999 ; Berkman 

et al., 2001). Ceci suggère que ces 

chimiokines participent activement 

à l’attraction des leucocytes dans les 

bronches lors de BPE. Les éotaxines-2 

et -3 attirent spécifiquement les éosi-

nophiles via le CCR3, tandis que MCP-

3 attire aussi d’autres types cellulaires 

(mastocytes, cellules NK, monocytes) 

via le CCR2 (Lloyd, 2002 ; Zimmermann 

et al., 2003). Les remarques formulées 

plus haut concernant les résultats des 

cytokines (choix de la méthode de nor-

malisation, petite taille et hétérogénéité 

de la population des chiens avec BPE 

et type de prélèvement analysé) sont 

également d’application pour les chimi-

okines. L’absence d’augmentation de 

l’expression des autres chimiokines et 

du CCR3 dans les biopsies de chiens 

avec BPE demande dès lors confirma-

tion par d’autres études avant que des 

conclusions définitives ne puissent être 

tirées.

Chez le chien, l’ANS se rencontre la 

plupart du temps chez des individus qui 

ne présentent pas d’immunosuppression 

systémique (pas de diabète sucré ou 

d’hyperadrénocorticisme, pas de leu-

copénie, pas de signes d’infection dans 

d’autres systèmes) (Sharp et al., 1991). 

Les résultats de notre étude histo-

chimique nous ont amenés à la conclu-

sion que l’ANS canine est similaire à la 

sinusite chronique érosive non invasive 

chez l’homme (Uri et al., 2003). En 

effet, très peu d’éosinophiles et de mas-

tocytes étaient présents dans les lésions, 

et aucun hyphe n’a été observé envahis-

sant la muqueuse nasale.

La génération d’une forte réponse 

immune à médiation cellulaire de 

type Th1, caractérisée par l’activation 

de lymphocytes CD4+ produisant de  

l’IFN-g et de macrophages produi-

sant des cytokines pro-inflammatoires 

(IL-12, IL-18 et TNF-α) (Cenci et al., 

1997 ; Brieland et al., 2001), est néces-

saire pour acquérir une immunité effi-

cace contre les infections fongiques 

(Romani, 2004). Le très faible nombre 

d’éosinophiles et la forte proportion 

de lymphocytes cytotoxiques (CD8+) 

dans les lésions de nos chiens avec 

ANS étaient plutôt en faveur d’une 

réponse immune de type Th1 que d’une 

réponse de type Th2. L’augmentation 

de l’expression de l’IL-18 et du  

TNF-α observée chez les chiens souf-

frant d’ANS était compatible avec la 

mise en place d’une réponse immune et 

inflammatoire efficace, mais, par contre, 

nous n’avons pas observé de régulation 

à la hausse de l’expression de l’IL-12 

et de l’IFN-g chez les chiens malades. 

Bien que cette absence d’augmentation 

doit être vérifiée par une étude faisant 

appel à une autre méthode de calcul du 

nombre de copies d’ARNm (cfr supra), 

ces résultats pourraient être expliqués 

par l’augmentation de l’expression de 

l’IL-10 observée dans notre étude. En 

effet, l’IL-10 est une puissante cytokine 

immunomodulatrice qui exerce à la 

fois des effets bénéfiques et délétères 

sur la réponse de l’hôte à une infection 

fongique (Romani, 2004). Cette cytokine 

inhibe l’activité anti-fongique et le pou-

voir oxydant des monocytes humains 

contre les hyphes d’Aspergillus, tout en 

augmentant leur activité phagocytaire 

(Roilides et al., 1997). Elle réprime la 

production d’IFN-g et des cytokines 

pro-inflammatoires dans un contexte 

d’infection fongique (Romani, 2004).

Nous avons montré que l’expression 

des ARNm codant pour les chimiokines 

IL-8, MCP-1, -2, -3 et -4 est augmentée 

dans les biopsies de chiens malades 

par rapport aux biopsies « contrôle ». 

L’induction de l’IL-8 est considérée 

comme très importante pour la protec-

tion contre Aspergillus (Tomee et al., 

1997 ; Borger et al., 1999). En effet, 

elle est impliquée dans le recrutement 

des neutrophiles et la stimulation de la 

phagocytose des conidies d’Aspergillus 

par ces neutrophiles. 

Bien que diverses études in vivo et in 

vitro aient rapporté la production de 

MCP-1 par les cellules respiratoires 

suite à leur exposition à A. fumigatus 

(Tomee et al., 1997 ; Morrison et al., 

2003), les rôles exacts de cette chimi-

okine dans l’élimination du champi-

gnon ne sont pas encore élucidés. Par 

ailleurs, il existe très peu de données 

dans la littérature scientifique sur 

l’expression des autres chimiokines 

MCP en cas d’infection par Aspergillus 

(Blease et al., 2001). Les résultats de 

notre étude suggèrent en tout cas que 

toutes les chimiokines MCP participent 

à l’élaboration de la réaction inflamma-

toire lors d’ANS chez le chien.
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