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Résumé

L'alimentation peut jouer un rdle sur le nombre et le type de leucocytes présents dans la
muqueuse de l'intestin gréle. Les objectifs de cette étude sont de 1) quantifier et caractériser les
lymphocytes et les éosinophiles de la lamina propria ainsi que 2) d'évaluer le type de mucine
sur des biopsies duodénales de chevaux soumis a différentes di¢tes. Une variabilité des cellules
et des mucines devrait étre observée en fonction de l'alimentation. Sept juments (n = 7) ont
d'abord recu une alimentation riche en fibres pendant six semaines et ensuite, une alimentation
riche en protéines pendant six autres semaines. Une biopsie endoscopique duodénale a été
effectuée a la fin de chaque période de dicte. Une coloration a I’hématoxyline-éosine-phloxine-
safran, une immunohistochimie pour quantifier les lymphocytes T (CD3) et B (CD20) ainsi
qu'une coloration AB PAS pour étudier les mucines ont été effectuées. Un compte des
lymphocytes identifiés a I’hématoxyline-éosine-phloxine-safran, au CD3 et au CD20 ainsi que
des éosinophiles identifiés a I’hématoxyline-éosine-phloxine-safran a été fait. Les mucines ont
été évaluées qualitativement. Pour 11 des 13 biopsies, le compte de lymphocytes totaux était
plus élevé lorsqu'ils étaient identifiés avec I'immunohistochimie que lorsqu'ils étaient identifiés
avec I'hématoxyline-éosine-phloxine-safran (p = 0,057). Les juments, lorsqu’elles sont nourries
avec une dicte riche en protéines, présentent un ratio lymphocytes T/lymphocytes B qui
augmente significativement (p = 0,026). Les éosinophiles et les mucines ne sont pas modifiés
par ces deux dietes. Pour conclure, I’immunohistochimie est nécessaire pour démontrer 1'impact
de I’alimentation sur le ratio lymphocytes T/lymphocytes B de la lamina propria des biopsies
duodénales de juments saines. De futures études pourront se servir de ces notions pour évaluer
les facteurs de variation des leucocytes duodénaux dans le but d’établir des valeurs de références

de ces cellules pour la muqueuse intestinale normale.

Mots-clés : Alimentation, biopsies endoscopiques duodénales, cheval, immunohistochimie,

lymphocytes, quantification.



Abstract

Diet may play a role on the number and type of small intestinal mucosal leucocytes. The
objectives of this study are 1) to quantify lymphocytes and eosinophils of the lamina propria
and, 2) to evaluate the type of mucins present in duodenal biopsies from horses fed different
diets. A variability in leukocytes and mucins should be observed with the diet change. Seven
mares (n = 7) were fed for six weeks a diet rich in fibers followed by another six weeks of a diet
rich in proteins. One endoscopic duodenal biopsy per horse was taken at the end of each period
of diet. An hematoxylin-eosin-phloxin-saffron stain, an immunochemistry to evaluate T
lymphocytes (CD3) and B lymphocytes (CD20) and an AB PAS stain to evaluate mucins were
performed. A quantification of lymphocytes identified by hematoxylin-eosin-phloxin-saffron,
CD3 and CD20 and of eosinophils by hematoxylin-eosin-phloxin-saffron was performed.
Mucins were qualitatively evaluated. For 11/13 biopsies the lymphocyte count was higher when
identified with immunochemistry than identified by hematoxylin-eosin-phloxin-saffron stain.
Mares, when fed a protein rich diet, have a significantly higher ratio of lymphocytes
T/lymphocytes B (p = 0,026). No differences were found for eosinophils and mucins with the
diet change. These results indicate that immunochemistry is necessary to identify the impact of
the diet on the lymphocytes T/lymphocytes B ratio of the lamina propria in duodenal biopsies
from healthy mares. The results from this study can be used to evaluate factors contributing to
duodenal leukocytes variation to establish reference values for the range of the number of

leukocytes found in the normal equine intestinal mucosa.

Keywords : Diet, duodenal endoscopic biopsies, equine, immunochemistry, lymphocytes,

quantification.
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Introduction

L’intestin est continuellement en contact avec des antigeénes, ce qui lui confére un role
important dans I'immunité de 1’hote. La santé intestinale est donc essentielle pour maintenir une
défense optimale en présence des antigénes intestinaux pouvant étre potentiellement
pathogenes. Le systtme immunitaire de 1’intestin est composé de I’immunité innée avec des
défenses physiques et cellulaires, ainsi que de I’immunité adaptative majoritairement cellulaire.
Normalement, les constituants immunitaires intestinaux ne réagissent pas envers les aliments et
le microbiote, mais vont empécher l'invasion de pathogeénes et/ou d'allergénes (1). Un
déséquilibre de cette immunité intestinale peut favoriser le développement de maladies
infectieuse, inflammatoire ou allergique. Les maladies inflammatoires chroniques de 1’intestin
(MICI) forment un groupe de conditions caractérisées par un déséquilibre des cellules
immunitaires de la paroi intestinale pouvant atteindre tous les segments du tractus gastro-
intestinal. Malgré le fait qu’il y ait peu d’informations sur la pathophysiologie de ces maladies,
elles font principalement suite a une réaction immunologique incontrdlée des voies
inflammatoires de la paroi intestinale (2). Chez les chevaux, la présentation clinique des
maladies inflammatoires digestives inclut, entre autres, une perte de poids malgré un appétit
normal, des coliques récurrentes et/ou la présence de malabsorption. Le diagnostic se confirme
en histopathologie suite a I’interprétation de I’infiltration leucocytaire et des changements
morphologiques des biopsies digestives. La prise de biopsie duodénale par endoscopie est une
méthode de plus en plus pratiquée lors de suspicion de MICI équine puisque c'est une méthode
peu invasive ou seulement la portion duodénale de l'intestin gréle est accessible (3). Cependant,
leur interprétation histologique peut poser un défi diagnostique puisque la démarcation objective
entre la normalité et le déséquilibre des cellules immunitaires n’est pas suffisamment définie et
étudiée pour 1’espece équine. Plusieurs facteurs, qui sont majoritairement inconnus chez le
cheval, peuvent modifier le nombre et/ou le type de ces cellules présentes dans la muqueuse de
I’intestin. Une étude réalisée par Moreau et al. (2009) a évalué de maniere semi-quantitative
I’effet de trois dietes communes sur 1’histologie de biopsies endoscopiques duodénales et
rectales avec une coloration a I’hématoxyline-€osine-phloxine-safran standard chez des chevaux

sains (4). Les conclusions de cette étude soulignent la présence de variations histologiques entre



les chevaux, mais celles-ci ne sont pas corrélées aux différentes dietes. Pourtant, de nombreuses
études chez les humains et les animaux de laboratoire démontrent un impact direct et/ou indirect
de TI’alimentation sur I’immunité intestinale (2, 5, 6). L’utilisation d’une coloration non
spécifique pour identifier les différentes cellules immunitaires ainsi qu'une méthode d'évaluation
semi-quantitative du nombre de ces cellules n’ont peut-étre pas été suffisantes pour déceler des
différences significatives entre les dictes. C’est pourquoi la présente étude veut permettre, par
['utilisation de 1’immunohistochimie, une meilleure caractérisation et identification des
lymphocytes de la lamina propria de biopsies endoscopiques duodénales de chevaux sains
soumis a deux différentes dietes. De plus, pour mieux caractériser I’impact des deux dietes sur
I'histologie du duodénum €quin, une évaluation quantitative des €osinophiles et une évaluation

qualitative des mucines des cellules caliciformes seront aussi réalisées.

16



Revue de littérature

1 Anatomie et histologie du tractus gastro-intestinal

L’appareil digestif équin est un long tube débutant a la bouche et se terminant a 1’anus.
La cavité orale est, entre autres, composée des levres, des joues, de la voite palatine ainsi que
du plancher oral avec la langue en son centre. Elle se termine en oropharynx avant de devenir
I’cesophage qui est un long tube musculaire situé dorso-latéralement a la trachée de la région
cervicale jusque dans la cavité thoracique. L’cesophage quitte la cavité thoracique et pénétre
dans la cavité abdominale par I’hiatus cesophagien du diaphragme pour déverser son contenu
dans I’estomac. Ce dernier est situé dans la cavité abdominale craniale gauche, caudalement au
foie. Ayant une forme courbée, il se termine dans 1’abdomen créanial droit et continue
caudalement pour devenir le petit intestin. Le petit intestin est divisé€ en trois segments, soit le
duodénum, le jéjunum et I’iléon. Ce dernier se prolonge en gros intestin composé du caecum,

cOlon et rectum. Le tractus gastro-intestinal se termine par 1’anus (7) (Figure 1).

Image sans autorisation de diffusion

Figure 1. Anatomie du systeme gastro-intestinal du cheval de la portion
caudale de I’eesophage jusqu’au rectum.
Adaptée de (8).
La lumiere du tractus digestif, correspondant au milieu externe, est le site de la digestion

alimentaire. Celle-ci se fait de maniere enzymatique et/ou microbienne. La digestion



enzymatique se passe surtout au niveau de l’intestin gréle et a essentiellement pour but
d’absorber les nutriments de I’alimentation. La digestion microbienne, quant a elle, sert surtout
a la fermentation des fibres complexes grace a la population essentiellement bactérienne qui
habite le gros intestin (7). Comme I’intestin est important pour la digestion, une maladie
I’endommageant physiquement ou fonctionnellement peut provoquer, entre autres, un syndrome
de malabsorption et/ou maldigestion pouvant avoir des répercussions significatives sur la santé
de I’animal. Les MICI, caractérisées par une infiltration de leucocytes dans la paroi intestinale,
sont les causes les plus communes de malabsorption chez le cheval (9). Les MICI sont

diagnostiquées par une évaluation histologique de biopsies intestinales (3).

L’évaluation histologique des tissus digestifs permet la reconnaissance des différents
constituants cellulaires de la paroi digestive et des différentes variantes en fonction du site
anatomique. Les différents segments du systeme digestif ont en commun une architecture de
base qui est composée de quatre couches, soit la muqueuse, la sous-muqueuse, la musculaire
externe et la séreuse (Figure 2). Celles-ci vont se modifier et se spécialiser selon les diverses
fonctions des segments du tractus digestif. La muqueuse, qui est en contact avec la lumicre
intestinale, se divise en trois couches, soit 1’épithélium, la lamina propria et la muscularis
mucosae. L’épithélium, a I’interface entre le monde extérieur et I’intérieur du corps, est une
couche cellulaire différente pour chaque segment intestinal. Par exemple 1'épithélium de
';esophage est stratifié pavimenteux et non kératinisé tandis que I'épithélium de l'intestin gréle
est simple cylindrique d'absorption et de sécrétion. La lamina propria, quant a elle, est composée
de tissu conjonctif lache qui supporte 1’épithélium et ancre celui-ci a la muscularis mucosae.
Dans cette couche, on retrouve des vaisseaux sanguins, des vaisseaux lymphatiques, des nodules
lymphoides ainsi que plusieurs leucocytes. La muscularis mucosae est une mince couche de
fibres musculaires lisses disposées en deux plans d'orientation distincts. La sous-muqueuse,
beaucoup plus simple, est composée de tissu conjonctif lache riche en fibres élastiques,
vaisseaux sanguins et lymphatiques et en plexi nerveux. La sous-muqueuse duodénale contient
des glandes sécrétrices. La musculaire externe est composée de deux couches de muscles ayant
des fibres musculaires dans deux plans différents. Le plan de muscle adjacent a la sous-

muqueuse a des fibres musculaires disposées de manieres circulaires tandis que les fibres
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musculaires de la couche de muscle adjacent a la séreuse sont disposées de manicre
longitudinale au tube digestif. La séreuse est un épithélium simple pavimenteux qui recouvre un

peu de tissu conjonctif lache (10) (Figure 2).
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Figure 2. Histologie de base.
Architecture histologique de base de la paroi intestinale qui est composée de 4 couches ; la
muqueuse, la sous-muqueuse, la musculaire externe et la séreuse. La muqueuse se sous-divise
en épithélium qui varie selon le segment digestif, la lamina propria et la muscularis mucosae.
Adaptée de (11) avec permission.

1.1 Histologie de ’intestin gréle

L’épithélium et la lamina propria de la muqueuse de l'intestin gréle forment des replis
nommés villosités (Figure 3). Entre ces villosités, ces deux strates s’invaginent pour former des
cryptes dites de Lieberkiihn (10). Chez le cheval, I’épithélium de I’intestin gréle est simple et
composé majoritairement d’entérocytes de forme cylindrique ayant a leur surface apicale des
replis nommés microvillosités. On retrouve également des cellules caliciformes qui excretent
du mucus vers la lumiere intestinale. Leur nombre augmente au fur et a mesure que I’on descend
vers la base des cryptes de Lieberkiihn. A la base de ces cryptes, I’épithélium contient aussi
quelques cellules de Paneth au cytoplasme granuleux et acidophile ainsi que des cellules souches

(10). Dans I’épithélium, il est aussi possible de retrouver certaines cellules immunitaires tels les
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lymphocytes dits intraépithéliaux et quelques rares éosinophiles (12). La lamina propria, quant
a elle, est tres cellulaire dans les villosités et dans les régions intercryptes. Dans cette couche,
on y retrouve beaucoup de fibroblastes et leurs fibres de collageéne, des cellules endothéliales et
quelques fibres musculaires lisses appartenant a la muscularis mucosae. Chez le cheval sain, il
est normal d’y retrouver des quantités variables de lymphocytes, de plasmocytes, d’€osinophiles
et, plus rarement, de macrophages (10). Leur proportion peut varier d’un endroit a I’autre le long
de I’intestin ainsi qu’a I’intérieur méme de la lamina propria. Par exemple, chez le cheval, la
densité de lymphocytes B, d’€osinophiles et de plasmocytes (surtout ceux qui sécretent des IgA)
est plus élevée dans la lamina propria des villosités que dans la lamina propria qui est entre les
cryptes (13). De plus, les éosinophiles augmentent en nombre de 1’estomac vers le caecum (12).
La sous-muqueuse duodénale, quant a elle, contient beaucoup de glandes, dites de Briinner, qui

sécretent du mucus dans les cryptes de Lieberkiihn (14) (Figure 3).
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Figure 3. Anatomie et histologie de I’intestin gréle.

A gauche : coupe transversale de I’intestin gréle. L’épithélium de surface est composé
d’entérocytes et de cellules caliciformes. L’extrémité d’une villosité est grossie pour
montrer les microvillosités de la surface apicale des entérocytes. A droite : Histologie
de I’intestin gréle ou les diverses composantes de la muqueuse sont illustrées. Adaptée
de (11) avec permission.
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1.1.1 Effet de I’age sur I’histologie de la muqueuse intestinale

Des variations de 1’histologie intestinale normale sont rapportées chez toutes les especes
animales. Celles-ci peuvent étre liées a plusieurs facteurs intrinséques et extrinséques a
I’individu. Parmi ces facteurs, nous retrouvons notamment 1’age. Pour 1’espece humaine, les
nouveau-nés ont un épithélium intestinal immature comportant peu de villosités, une sécrétion
des composantes des mucines différentes des adultes ainsi qu'une lamina propria hypocellulaire
avec un contenu pauvre en lymphocytes et plasmocytes (14). Il est aussi rapporté que les enfants
et les personnes agées ont un ratio de la longueur des villosités sur la longueur des cryptes plus
faible que les adultes (14). Pour ce qui est de I’espece canine, les couches histologiques du
jéjunum s’épaississent et une augmentation de la distance entre la base des cryptes et la
muscularis muscosae est notée avec le vieillissement des individus (15). De plus, il a été
démontré par Kleinschmidt et al. (2008) qu’il y a une baisse des lymphocytes T et des
macrophages ainsi qu’une hausse des immunoglobulines (Ig) A avec le vieillissement chez les
chiens (16). On retrouve aussi les effets de ce facteur temporel sur la muqueuse intestinale
équine, bien que les études sur le sujet se font rares. Les entérocytes duodénaux des poulains
démontrent une vacuolisation importante a leur pdle apical qui serait associé a un rdle

d’absorption des nutriments contenus dans le colostrum (17).

1.1.2 Effet des anti-inflammatoires non stéroidiens sur I’histologie de la muqueuse

intestinale

Certains médicaments peuvent aussi modifier I’histologie intestinale normale. Par
exemple, les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), qui sont utilisés pour les douleurs
arthritiques (18, 19), peuvent engendrer des changements dans la composition des cellules de la
lamina propria de D’intestin. Effectivement, une infiltration neutrophilique de la muqueuse
intestinale a été documentée chez les humains et les chevaux avec ces traitements (19-21). Les
AINS inhibent la phosphorylation oxydative mitochondriale des entérocytes modifiant ainsi leur
perméabilité. La muqueuse devient donc directement exposée a plusieurs agresseurs, dont les
bactéries intestinales qui ont un effet chimiotactique sur les neutrophiles causant une

inflammation non spécifique de la muqueuse intestinale (19, 22). De plus, chez le cheval,
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certains AINS ralentissent la réparation de la barriere mucosale intestinale lors de dommages
ischémiques. Ceci peut mener a une augmentation de la perméabilité intestinale et a I’infiltration

neutrophilique de la muqueuse (20, 21).

1.1.3 Effet de I’alimentation sur I’histologie de la muqueuse intestinale

L’alimentation est un autre facteur pouvant influencer 1’histologie du tractus gastro-
intestinal. Les glucides, les lipides et les protéines sont les principaux macronutriments
fournissant de I'énergie. Il est possible de caractériser les différents types de di¢tes en variant
les proportions de ces macronutriments. Un exces de glucides, qui regroupent entre autres les
sucres et les fibres, peut avoir divers effets sur la muqueuse. Par exemple, chez les humains, il
a été démontré qu’une di¢te riche en fibres augmente la prolifération des cellules épithéliales
des cryptes du colon (23). Chez les rats, une diete riche en fibres augmente le nombre de cellules
caliciformes dans 1’épithélium du petit intestin et augmente la sécrétion de mucine par ces
cellules. De plus, ce type de diete favorise la sécrétion de mucine acide rendant le mucus
intestinal plus acide et visqueux créant une couche protectrice plus résistante contre 1’activité
enzymatique bactérienne. Toujours chez les rats, une augmentation de la profondeur des cryptes
et un élargissement des villosités sont notées lorsqu'ils sont nourris avec une di¢te riche en
pectine, un polysaccharide non amylacé. Ce phénomene est aussi observé pour le jéjunum et
l'iléon des porcs en croissance (23). Contrairement a ces deux especes, une dicte supplémentée
en pectine diminue la hauteur des villosités chez le poulet (23). Pour I’espece canine, on observe
une augmentation de lymphocytes T CD8+ dans 1’épithélium et dans la lamina propria du petit
intestin chez les individus nourris avec une di¢te contenant des fibres fermentables par 1l'intestin

comme de la pulpe de betterave (24).

Une alimentation riche en matieres grasses peut aussi avoir des impacts sur la muqueuse
intestinale. Chez les humains, les omégas-3, qui sont des acides gras polyinsaturés, ont un rdle
sur la muqueuse intestinale, certains inhibent les cytokines pro-inflammatoires localement
tandis que d’autres renforcent la barriere épithéliale en augmentant 1’expression des protéines
des jonctions serrées de la zona occludens (5). Chez les rats, I’absorption de gras par le petit

intestin favorise un mouvement des lymphocytes de la lamina propria vers les nceuds
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lymphatiques mésentériques et stimule les macrophages, les cellules dendritiques, les
lymphocytes intra épithéliaux ainsi que les entérocytes a sécréter des cytokines telles que 1’IL-
6 ou le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a) (25, 26). De plus, il est aussi démontré qu’une
diete riche en acide gras a chaine longue favorise une sécrétion des IgA de la lamina propria
vers le lumen intestinal (26). Toujours chez les rats, I’ingestion d’une di¢te a base d’huile de
palme, un acide gras a courte chaine, favorise le développement d’une iléite induite ainsi qu’une

infiltration augmentée des cellules dendritiques et des cellules de la réponse lymphocytaire Th17

S).

Les micronutriments, comme les vitamines et les minéraux, ont aussi des effets sur la muqueuse
intestinale. Chez les humains, une déficience en vitamine B12 et en acide folique (vitamine B9)
peut causer une atrophie villositaire du petit intestin (14). La vitamine D a des effets sur les
cellules inflammatoires de la muqueuse intestinale puisque ces cellules ont des récepteurs
membranaires pour cette vitamine. Cette vitamine a aussi un effet inhibitoire sur les réponses
lymphocytaires des lymphocytes T de type « helper » 1 (Thl) et Th17 tout en stimulant
I’expression de certaines cytokines dont ’interleukine (IL) 5 qui est associée a la réponse type
Th2. La vitamine D agit aussi sur les lymphocytes B en inhibant leur prolifération, leur
différenciation en plasmocytes ainsi qu’en inhibant leur production d’immunoglobuline. De
plus, elle renforcerait la barriere épithéliale intestinale en augmentant 1’expression des protéines

de jonction serrée de la zona occludens (27, 28).

1.14 Effet de I’alimentation sur I’histologie de la muqueuse intestinale équine

Lors de MICI équine, la capacité d'absorption du petit intestin est souvent diminuée, un
changement d’alimentation devrait donc faire partie du traitement. Il est suggéré d’offrir une
diete hautement digestible pour maximiser I'absorption des nutriments en plus d'ajouter un corps
gras aux dietes fibreuses pour garder un apport calorifique €levé tout en diminuant le role de
l'intestin gréle (29). Malgré ce rdle clé de l'alimentation, peu d’études évaluent I’impact de
I’alimentation sur I'histologie intestinale des chevaux. Une seule étude publiée démontre que
I’épithélium duodénal de poulains nourris au lait de remplacement contenait plus de cellules

caliciformes que celui des poulains qui ont ingéré du colostrum (17). Une étude préliminaire a
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celle-ci a évalué I’effet de trois dietes communes chez des chevaux sains sur 1’histologie de
biopsies endoscopiques duodénales et rectales. La premiere dicte était composée de foin de
graminée et de moulée sucrée, la seconde de pellets de luzerne et de moulée sucrée et la derniere
de foin de graminée et de moulée fibre et gras. Les conclusions de cette étude soulignent une
présence de variations histologiques entre les chevaux, mais celles-ci ne sont pas corrélées aux

différentes diétes (4).

2 Alimentation des chevaux : généralités

Les chevaux sont des herbivores non ruminants adaptés a manger de grandes quantités
de nourriture fibreuse sur une longue période de temps. De nos jours, beaucoup de chevaux
domestiqués sont logés dans des écuries ou leur diete, composée de fourrage et de concentrés,
leur est offerte. La composition de 1’alimentation donnée aux chevaux domestiqués dépend de
plusieurs facteurs, dont I’age et 1’utilité du cheval ainsi que la disponibilité et le colit des
aliments. Les notions de nutrition équine sont importantes a connaitre puisqu’un déséquilibre

peut mener au développement de diverses maladies (7, 30, 31).

2.1 Foin

Le foin, qui est de I'herbe coupée, séchée et conservée, est un élément important de la
diete de base des chevaux logés a l'intérieur. Il fait partie de plusieurs dictes et ses effets
bénéfiques sont multiples. Les glucides, telles les fibres, sont le principal macronutriment
composant le foin et I'herbe (32). La fermentation des fibres est essentielle aux chevaux, car elle
maintient les fonctions digestives normales tout en apportant de 1’énergie et en favorisant une
population bactérienne saine pour I’animal (7, 30). De plus, cette quantité élevée de fibres
demande un temps de mastication plus élevé, ce qui pourrait empécher le développement de
certaines stéréotypies comme le tic a 1'air ou a l'appui (33). Par contre, le foin, étant sec, peut
étre treés poussiéreux et devenir une source potentielle d'allergéne pouvant induire de
I’inflammation des voies respiratoires profondes (32). La composition du foin varie selon
I’endroit d’ou I'herbe est cultivée. Il sera composé d’un mélange de graminées, comme de la
fléole des prés, et de légumineuses, comme de la luzerne. Les valeurs nutritives du foin varient

selon le moment de sa coupe. Effectivement, le foin dit de premiere coupe a une teneur en
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protéine plus élevée que le foin de deuxieme coupe (34). De plus, les différents stades de
maturité peuvent influencer les différentes concentrations intestinales d'acides gras volatils
(AGV) produits par la fermentation bactérienne. Par exemple, il a été¢ démontré que le foin coupé
en début de saison (juin) produit plus d’acides gras volatils dans les matieres fécales que
lorsqu’il est coupé a la moitié ou a la fin de la saison (juillet et aofit) (35). Le foin présenté aux

juments de 1’étude était du foin de fléole des prés de premiere coupe.

2.1.1 Fibres alimentaires

Les fibres alimentaires sont des glucides qui sont non digérés par des sécrétions
endogenes du petit intestin et donc en sortent quasi indemnes (23, 36). Le classement des fibres
varie entre les années, les pays et les especes animales, mais le classement des fibres selon Santé
Canada semble englober la nomenclature qui revient le plus dans la récente littérature. Il y a
donc deux grandes classes de fibres, soient les fibres alimentaires et les fibres nouvelles. Les
fibres alimentaires sont classées en deux catégories, soient les polysaccharides et les
oligosaccharides (36). Les polysaccharides se divisent en trois types ; les polysaccharides
amylacés (les amidons), les polysaccharides non amylacés solubles ou insolubles (23). Les
amidons et les polysaccharides non amylacés solubles sont les polysaccharides les plus présents
dans les plantes (23). Les amidons sont hydrolysés par les enzymes salivaires et pancréatiques.
Une partie de ces amidons ne sont pas hydrolysés par les enzymes endogenes, mais le seront par
les bactéries intestinales. Ceux-ci sont nommés amidons résistants. Ils sont retrouvés, entre
autres, dans les patates crues et les bananes qui ne sont pas miires (23, 36). Les polysaccharides
non amylacés, comme la cellulose ou la pectine, ne sont pas hydrolysés par des enzymes
endogenes des non-ruminants et sont donc fermentés par la population bactérienne résidente du
grand intestin. La plupart des plantes contiennent un mixte des deux types de polysaccharides
non amylacés, mais les proportions varient selon le type de plantes ainsi que sont stade de
maturité (23). Les polysaccharides non amylacés solubles sont complétement fermentés
contrairement aux fibres insolubles (23). Les fibres nouvelles sont aussi des glucides non
digestibles, mais qui ont ét¢ modifi€s par des moyens physiques, chimiques ou enzymatiques
(36). Chez le cheval, le caecum et le colon sont les organes les plus importants pour la
fermentation des fibres qu’ils transforment en énergie (37). La fermentation des fibres produit

principalement trois AGV, dont le butyrate, le propionate et 1’acétate. Chacun des AGV a des
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effets bénéfiques sur le tractus gastro-intestinal a un niveau local et systémique. Chez le cheval,
une alimentation riche en fibres favorise la formation d’acétate tandis qu’une alimentation riche
en glucides simples non fermentés favorise la formation d’hydrogene, de lactate et de propionate
(2). Chez les humains et animaux de laboratoire, les produits de fermentation des fibres
favorisent aussi la sélection des bactéries bénéfiques des genres Bifidobacterium et
Lactobacillus en plus d’avoir des fonctions anti-inflammatoires dont une inhibition du facteur
nucléaire kappa B (NFkB) (5). L’AGV butyrate est tres étudié chez toutes les especes pour son
effet sur 1’épithélium digestif. Effectivement, il aide au développement et a la prolifération des
cellules épithéliales en plus de faciliter la formation de lymphocytes T régulateurs (Treg) qui
limitent I’inflammation intestinale. Il a aussi un effet sur les protéines de jonctions serrées de la
zona occludens de 1’épithélium rendant celle-ci plus étanche. Dans le coOlon, il se lierait
directement aux entérocytes, aux macrophages et aux lymphocytes pour prévenir I’inflammation
lors de colite expérimentale (5, 23). Chez les rats avec une mucosite induite, un traitement au
butyrate améliore I’imperméabilité de 1’épithélium et minimise les dommages faits a la
muqueuse. Ce traitement a aussi un effet anti-inflammatoire chez les rats et les porcs lors de
colite induite. Par contre, chez I’espece équine un traitement in vitro sur un modele de cellules
du colon dorsal ayant subi un dommage n’a pas eu d’effet réparateur (2). Les fibres, plus
particulierement les insolubles, sont reconnues pour étre bénéfiques pour la santé humaine en
réduisant le cholestérol et les signes respiratoires chez les enfants asthmatiques (5, 23). Chez les
rats avec dicte riche en fibres, une production augmentée d’AGV sanguin est notée, ce qui
engendre une baisse de la réponse inflammatoire de type Th2 dans le tissu pulmonaire (5). Les
chevaux sur une diete riche en fibres ont un index glycémique sanguin et un rythme cardiaque

plus bas lors de manipulation comparé a des chevaux sur une diete riche en glucides (31).

2.2 Pellets de luzerne

Les pellets sont souvent composés de foin de légumineuse ou de graminée coupé et
compressé pouvant étre lié ou non par de la mélasse. Ils peuvent varier en forme et en taille,
mais ce sont généralement de petits granules. Cet aliment est tres utile pour les chevaux atteints
de certains problemes respiratoires chroniques, tel 1’asthme équin, puisqu’il contient

généralement moins de poussieres irritantes et d’allergénes pour la muqueuse des voies
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aériennes (32). Par contre, certaines études démontrent que cette méthode d’alimentation
engendrerait des stéréotypies puisque ce sont des aliments qui sont ingérés treés rapidement
négligeant les impératifs biologiques que sont la mastication et le broutage (33). Une étude en
deux parties porte sur les effets d’une di¢te composée de pellet et d’une autre composée de foin
coupé sur divers aspects physiologiques du tractus gastro-intestinal de poneys. Il en sort que
pour la diete de pellet, il y a une plus longue rétention du bolus alimentaire associée a une baisse
de la vitesse de dégradation des fibres dans le cdlon et le caecum. Ce qui fait en sorte que la

digestibilité des composantes du foin ne change pas selon la forme de celui-ci (38).

La luzerne est une légumineuse. Elle est donc plus et riche en protéine et en acide oxalique que
les graminées. Les acides oxaliques ont un effet négatif puisqu’ils lient le calcium de la plante
le rendant indisponible a 1I’absorption par la muqueuse intestinale. Par contre, la luzerne a une
tres grande quantité de calcium ce qui contre les effets déléteres de ses acides oxaliques. Les
chevaux nourris a base de luzerne ne présentent donc pas de déficit calcique. De plus, pour cette
espece, le calcium disponible de la luzerne serait mieux absorbé que le calcium provenant de
plantes sans acide oxalique comme la fléole des prés (32). Une di¢te a base de foin de luzerne
augmente le pH de I’estomac ainsi que la production d’AGV, ce qui réduit la sévérité des ulceres
gastriques (39). De plus, lorsqu’elle est servie en foin, la consommation volontaire et la
biodisponibilité des nutriments sont plus grandes que pour des foins de graminée (40). Par
contre, il a été¢ démontré que le foin de luzerne peut étre la source de photosensibilisation chez

les chevaux (41).

Les pellets présentés aux juments de cette étude étaient composés de luzerne compressée. La
seconde diete est donc plus riche en protéines que la premicre. Peu d’informations existent sur
I’effet d’une diete riche en protéines sur la muqueuse intestinale équine. Par contre, il a été
démontré qu’une dicte plus riche en protéines n’avait pas d’effets sur le temps de passage du
bolus alimentaire et n’avait pas d’effets déléteres sur le métabolisme. L’exces de protéine
qu’apportent les foins de 1égumineuses, comme la luzerne, est transformé en substrat pour la

glycogenese apres la désamination par le foie (40, 42). De plus, les protéines peuvent étre
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bénéfiques puisque chez les porcs atteints de maladie inflammatoire intestinale induite, une dicte

supplémentée en tryptophane engendre une baisse de la réponse inflammatoire de type Thl (5).

2.3 Moulée sucrée

La moulée sucrée est un aliment populaire lorsque le cheval a besoin d’augmenter la
portion énergétique de son 1’alimentation. Cette méthode est beaucoup utilisée chez les chevaux
sportifs ou chez les chevaux qui ont besoin d’un aliment appétant pour stimuler leur appétit (32).
Il existe une grande diversité de moulée sur le marché. Une moulée sucrée peut contenir des
grains de haute teneur en glucide, comme le mais, ou une teneur élevée en mélasse. En fait,
toute moulée avec ajout de glucides assimilables peut étre considérée comme de la moulée
sucrée. Cette méthode d’alimentation peut avoir plusieurs effets négatifs sur le microbiote
digestif. Effectivement, comme c’est une alimentation riche en glucides, les microorganismes
du caecum et du colon fermentent la surcharge de glucides qui n’a pu étre digérée dans 1’intestin
gréle. Cette fermentation crée un apport significatif d’acide lactique faisant diminuer le pH du
caecum et du cdlon. Ceci élimine plusieurs bactéries Gram négatif et perturbe la barriere

mucosale pouvant résulter en une dégradation de la muqueuse caecale (7, 30).

3 Contexte clinique de ’utilisation des biopsies intestinales

3.1 Maladies inflammatoires chroniques de I’intestin chez le cheval

Les MICI équines forment un groupe de maladies ayant en commun la présence
d’infiltration de cellules immunitaires dans la paroi intestinale du petit intestin jusqu’au rectum
(3). Il existe six formes de MICI, soit : l'entérite granulomateuse, 1’entérocolite
lymphoplasmocytaire, la maladie épithéliotropique €osinophilique multisystémique (MEEM),
I’entérite €osinophilique, la colite a éosinophile et I’entérite éosinophile focale idiopathique. Ces
infiltrations peuvent provoquer des changements morphologiques et/ou physiologiques de la
muqueuse rendant celle-ci inapte a fonctionner. Chez I’animal, les maladies infiltratives du petit
intestin se traduisent surtout par un probleme de malabsorption et/ou de maldigestion. Le signe
clinique le plus commun est la perte de poids qui est plus ou moins importante malgré un appétit

normal (9). La malabsorption meéne souvent a de I'hypoalbuminémie. Les autres signes cliniques
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peuvent inclure de la diarrhée récurrente, des coliques chroniques non séveres, de la dépression
et autres signes généraux de problemes gastro-intestinaux (9,43). Certaines MICI ont des signes
propres a elles comme des lésions de peau pour la maladie épithéliotropique €osinophilique

multisystémique (9).

Malgré les nombreuses hypotheses, la cause de ces maladies n’est toujours pas connue, ceci
étant vrai autant pour les humains que les chevaux. Outre la susceptibilité génétique, il a été
démontré que les patients humains avec une MICI démontrent des changements communs du
microbiote. Effectivement, une baisse du microbiote plus particulicrement les phylums
Firmicutes, dont spécifiquement Eubacterium rectale et F. prausnitzii produisant du butyrate,
et Bacteroidetes est souvent démontrée. De plus, une augmentation de la famille des
Enterobacteriaceae, dont E. coli, est souvent observée. Il est aussi démontré que ces patients ont
une altération de I’intégrité de la barriere épithéliale intestinale dont une plus faible structure
des protéines de jonctions serrées de la zona occludens, une production de mucus altérée ainsi

qu’une altération des peptides antimicrobiens sécrétés (2, 5).

Les MICI peuvent se diagnostiquer a partir d’un examen histologique d’une biopsie de pleine
épaisseur de l'intestin gréle (3). Les biopsies rectales peuvent aussi présenter des changements
histologiques lors de certains cas de MICI. L’évaluation seule de ce type de biopsie n'est donc
pas suffisante (29). Mais avant d'en venir aux biopsies, qui sont des techniques pouvant étre
qualifiées d'invasives, un diagnostic présomptif est souvent fait a partir des signes cliniques, de
I'examen général et transrectal ainsi que par les résultats des tests cliniques comme la coprologie,
I'hématobiochimie, le test d’absorption au glucose et I'échographie. La coprologie sert surtout a
éliminer une cause parasitaire qui engendrerait les mémes signes cliniques. Par contre, méme si
les résultats sont négatifs, il est recommandé de traiter 1'animal si ce n'est pas déja fait. Pour
I'hématobiochimie, les résultats sont souvent non spécifiques et 'anomalie la plus fréquente est
I'hypoalbuminémie (9, 29). Pour diagnostiquer un probleme de malabsorption, le test le plus
simple d’utilisation et d’interprétation est le test d'absorption au glucose ou au xylose. Le

glucose est absorbé par la muqueuse de l'intestin gréle. Si celle-ci présente des anomalies, le
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glucose administré ne sera pas absorbé ce qui se refletera sur la glycémie (43). Pour les chevaux
avec un probléme significatif de malabsorption, le test d’absorption au glucose a une spécificité
de 90-100% et une sensibilité de 40-45%. 11 faut donc tenir compte que le test peut étre normal
méme si I’animal est atteint d’une maladie infiltrative intestinale (3). Toutefois, les résultats du
test d'absorption au glucose doivent étre interprétés avec précautions puisque plusieurs facteurs,
comme certaines hormones ou l'dge du patient, peuvent influencer la glycémie. Le test
d'absorption au xylose est beaucoup moins sensible, c'est pourquoi il pourrait étre plus précis
pour 1'évaluation de l'absorption intestinale, mais il est plus dispendieux que le glucose.
L'utilisation de I’échographe est surtout utile pour observer un épaississement des anses
intestinales qui n’aurait pu étre palpées a I’examen transrectal ou pour détecter la présence d'un
épanchement abdominal (44). L'accumulation de liquide dans cette cavité peut faire suite a de
I’hypoprotéinémie due a la malabsorption. La cytologie de cet épanchement peut mettre en
évidence des cellules néoplasiques ou permettre 1'élimination de la suspicion de péritonite (9,

43).

L'étude préliminaire a celle-ci a utilisé le test d'absorption au glucose pour établir le statut sain
du petit intestin. Chaque jument a eu un test d'absorption au glucose a chaque période de dicte.
Les valeurs de glycémie obtenues ont été regroupées pour faire une moyenne par dicte. Les
moyennes ainsi obtenues démontraient que les juments avaient toutes une absorption considérée
comme normale (augmentation de plus de 85% de la glycémie de départ 90-120 minutes suivant

I'administration) et que les variations entre les moyennes n'étaient pas influencées par les dictes

4.

3.2 Biopsies intestinales de l'intestin gréle

La prise de biopsie intestinale est un outil diagnostic important pour documenter le type
de cellules immunitaires présent dans les différentes parties intestinales (muqueuse et sous-
muqueuse) et en déterminer la normalité (3, 45). Il existe deux types de biopsies intestinales,
soit les biopsies de pleine épaisseur ou endoscopiques. Les biopsies de pleine épaisseur sont
prises de maniere chirurgicale et comportent toutes les couches de I’intestin, ¢’est-a-dire de la
muqueuse jusqu’a la séreuse. Les biopsies endoscopiques, quant a elles, sont prises de I’intérieur

de l’intestin et ne comportent pas toutes les couches. Dépendamment de la taille et de
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I’orientation de la pince, elles peuvent étre composée de muqueuse et de sous-muqueuse (Figure

4).

Muqueuse —— |

Sous-muqueuse ————>»

A—— _
Musculaire externe ———> Sous-muqueuse

Séreuse ———>

Figure 4. Biopsies duodénales équines.

A gauche, la biopsie pleine épaisseur a été prise par chirurgie ; toutes les couches histologiques
sont présentes. A droite, la biopsie a été prise par endoscopie ; seulement la muqueuse et la
sous-muqueuse sont présentes. Coloration a I'hématoxyline-éosine-phloxine-safran, 10X.

L’évaluation et I’interprétation histologique des biopsies dépendent de la qualité de celles-ci
ainsi que des criteres établis pour l'espece d'ot provient I'échantillon (45). Les criteéres de qualité
des biopsies duodénales endoscopiques ont surtout été décrits chez les chiens et les chats. Trois
criteres principaux doivent étre évalués soient I’orientation de la biopsie, la profondeur ainsi que
le nombre de villosités ou cryptes présentes (46, 47). L’orientation d’une biopsie est idéale
lorsque celle-ci est prise a un angle de 90° par rapport a la muqueuse. La coupe histologique de
la biopsie doit aussi étre transversale au tube digestif pour que les villosités, les cryptes et la
muqueuse soient bien visibles au microscope (Figure 5). Les biopsies avec une orientation
inadéquate sont souvent axées sur les villosités ou la sous-muqueuse seulement (Figure 6). La
biopsie qui a une profondeur idéale démontre des cryptes completes se rendant jusqu’a la sous-
muqueuse sans nécessairement que celle-ci soit completement présente (Figure 5). Pour ce qui
est de la présence des villosités et des cryptes, certains auteurs déterminent un nombre minimal
de villosité ou cryptes présentes pour que la biopsie soit considérée adéquate (46,47). Une étude
chez le chien a proposé un nombre de biopsies nécessaires pour établir un diagnostic significatif

selon la qualité des biopsies. La conclusion est que plus les biopsies comportent des criteéres
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inadéquats, plus le nombre de biopsies a analyser doit étre élevé pour établir un diagnostic
adéquat (47). Les biopsies de pleine épaisseur ont tendance a avoir des criteres plus adéquats

que les biopsies endoscopiques sans toutefois €tre idéales dans toutes les situations (45).

+— Muscularis mucosae

< Sous-muqueuse

[ 70um

Figure 5. Biopsie duodénale équine prise par endoscopie de qualité
adéquate.
L’architecture est préservée, la coupe est transversale au tube intestinal et il y a présence de
plusieurs villosités et cryptes completes allant jusqu’a la muscularis mucosae. Coloration a
I'hématoxyline-éosine-phloxine-safran, 10X.

800um l
Figure 6. Biopsies duodénales équines prises par endoscopie de qualité
inadéquate.

A gauche : 1a biopsie est axée sur la sous-muqueuse. A droite : présence uniquement du bout
des villosités en coupe transversale. Coloration a 1'hématoxyline-éosine-phloxine-safran,
10X.
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3.2.1. Biopsies duodénales par endoscopie

L’endoscope est un long tube optique lumineux couplé a une caméra permettant de
visualiser I’intérieur des organes creux. En I’insérant par le naseau du cheval, il se rend jusqu’au
duodénum proximal. Une fois dans I’intestin, une pince a biopsie y est insérée pour prélever un
morceau de muqueuse constituant la biopsie. Cette procédure est connue pour €tre moins
invasive, plus rapide, moins codteuse et elle permet de prendre plusieurs échantillons sans
affaiblir le patient. Elle est donc idéale pour les patients malades ayant des problémes de tractus
gastro-intestinal (29, 45, 46). De plus, elle permet la visualisation de la muqueuse ce qui rend le
prélevement de I1ésion visible possible. Mais il faut tenir compte qu'une anomalie visuelle ne
signifie pas présence de MICI. Cette technique comporte aussi quelques désavantages, elle ne
permet pas d’échantillonner plus loin que le duodénum proximal ou de prendre une biopsie de
pleine épaisseur (29). De plus, comme la pince est de petite taille, il est facile de prendre des
échantillons inadéquats et lorsque la 1ésion est dense, la pince n’est souvent pas assez puissante
pour en prélever un morceau adéquat (45, 46). Comme la muqueuse est plus épaisse chez les
grands animaux, il serait plus difficile de pousser I’endoscope et la pince pour prendre une
biopsie (45). Chez I’espeéce équine, il y a un manque démontrant la correspondance entre
I’interprétation histopathologique d’une biopsie par endoscopie avec l’interprétation d’une
biopsie pleine épaisseur. La sensibilité et la spécificité diagnostiques de ce test pour les MICI
restent donc a étre démontrées (3). Dans 1’étude de Boshuizen et al. (2018), sur les cinq chevaux
présentant des anomalies de la muqueuse visibles a 1’ceil, seulement deux avaient des lésions
histologiques significatives dans les biopsies duodénales. Cette étude a aussi suggéré que les
biopsies endoscopiques duodénales ne seraient peut-€tre pas suffisamment représentatives du
petit intestin complet puisque certains chevaux présentaient un test d'absorption au glucose

anormal alors que leurs biopsies endoscopiques duodénales étaient normales (3).

3.2.2. Biopsies duodénales par chirurgie

Un des atouts importants de cette technique est la possibilité d'échantillonner certains
segments intestinaux que l'endoscope ne peut atteindre. Elle permet aussi la prise d’échantillon
de plus grande taille et peut étre thérapeutique lorsque la 1€sion est focale. Par contre, il est

impossible de voir directement les 1ésions a la muqueuse puisque le chirurgien ne voit que la
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séreuse. De plus, cette approche comporte un plus haut risque de déhiscence mucosale et plus
de morbidités sont répertoriées chez les patients atteints de malabsorption ayant subi ces
techniques. D’autre part, elles sont plus cofiteuses et nécessitent un temps d’anesthésie plus long

(45).

3.3. Evaluation de I’inflammation leucocytaire

Les lames avec 1'échantillon de biopsie seront interprétées par un ou une pathologiste
pour qu’il ou elle puisse établir un diagnostic ainsi qu’un pronostic dans le but d’offrir un
traitement optimal pour le patient. Pour les biopsies intestinales, les pathologistes vont regarder
les criteres morphologiques, dont la hauteur des villosités, les dommages a I’épithélium, la
forme des cryptes, les chyliferes ainsi que la présence de fibrose. De plus, ils vont caractériser
I’inflammation présente par une évaluation semi-quantitative des cellules immunitaires
présentes (46). Ces évaluations sont majoritairement observées sur des biopsies colorées avec
des colorants a base d’hématoxyline-éosine qui est une coloration simple et facile a faire et a

interpréter.

3.3.1. Immunohistochimie

Pour I’évaluation histologique, deux techniques de coloration, complémentaires I'une de
l'autre, sont surtout utilisées. La premiere, qui est la plus ancienne, est ’utilisation de colorants
histologiques qui ont des propriétés biochimiques permettant de colorer les éléments de
I’échantillon sur lame. Il existe des colorants non spécifiques qui sont utilisés pour une
évaluation histologique globale et pour permettre de visualiser 1’architecture des cellules dans
le tissu. Le colorant de base le plus connu et utilis€é est a base d’hématoxyline-éosine.
L’hématoxyline est un colorant basique qui s’attache aux structures acides telles les noyaux des
cellules. Tandis que 1’éosine est un colorant acide qui colore les composantes cellulaires
basiques comme le cytoplasme des cellules et 1a matrice extracellulaire. Pour cette étude-ci, une
coloration a I'hématoxyline-€osine-phloxine-safran a été utilisée. L'ajout de phloxine a 1'éosine
intensifie la coloration rosée. Le safran, quant a lui, aide a faire ressortir les fibres de collageéne
en les colorant d'une teinte jaune orangé (48). Il existe aussi des colorants plutdt spécifiques qui
peuvent permettre de cibler certains constituants des tissus comme l'alcian bleu qui permet de

colorer les substances mucoides des tissus (48, 49).
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La seconde technique est I’immunomarquage qui utilise les principes d’anticorps-antigene de
I’immunologie pour identifier spécifiquement des molécules appartenant a un élément que 1’on
souhaite observer sur la lame. Cette méthode complémente la premiere lorsque des informations
plus spécifiques ont besoin d'étre obtenues. Il existe plusieurs procédés d’immunomarquage et
pour cette étude-ci, ¢’est I'immunohistochimie (IHC) qui est utilisée. Pour faire, la lame avec la
fine tranche d’échantillon est incubée avec un anticorps ciblant une molécule spécifique a la
cellule que 1’on souhaite isoler. Cet anticorps ira se lier directement sur la molécule cible. Par
la suite, la lame est incubée de nouveau avec un anticorps qui cible le premier anticorps. Le
deuxieéme anticorps se fixe donc au premier. Ce deuxi¢me anticorps est souvent li€ a une enzyme
qui, lors d’incubation avec un substrat, fera un produit coloré visible au microscope optique.
Cette technique permet de caractériser les cellules identifiant la molécule ciblée, de connaitre
leurs emplacements dans le tissu ainsi que de permettre une évaluation quantitative des cellules
marquées. Pour cette étude-ci, deux cellules sont ciblées par l'immunohistochimie soient les
lymphocytes T et les lymphocytes B. Pour les lymphocytes T, 1'anticorps primaire cible le
complexe de protéines CD3 appartenant a un récepteur membranaire. Cet anticorps a été fait
chez le rongeur et est monoclonal, c'est-a-dire qu'il est spécifique d'un seul épitope du complexe
de protéines CD3. Cet anticorps est dirigé vers un lymphocyte T humain, il est donc dit anti-
CD3 humain. L'épitope visé est intracytoplasmique et est hautement conservé entre les especes,
l'anticorps est donc utile pour identifier autant les lymphocytes T humains que ceux des chevaux
et plusieurs autres especes (50). Pour les lymphocytes B, 1'anticorps primaire cible des épitopes
se trouvant sous la membrane plasmique d'une protéine transmembranaire nommée CD?20.
L'anticorps a été fait chez le lapin et est polyclonal, c'est-a-dire qu'il y a plusieurs anticorps
reconnaissant différents épitopes de la protéine transmembranaire CD20. Il est dirigé vers les
lymphocytes B des félins, des canins, des rongeurs ainsi que des humains (51). Ces épitopes
sont donc hautement conservés entre les espéces et peuvent aussi étre utilis€s pour les
lymphocytes B équins. Pour les anticorps primaires dirigés contre le CD3 et CD20, la réactivité
croisée entre les especes peut donc se faire. Les résultats des réactions tiennent compte, non

seulement, du fonctionnement positif de la réaction a identifier les cellules, mais aussi de
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l'intensité du marquage, qui est tout aussi important (52). Ces deux anticorps sont largement

utilisés a travers la littérature pour identifier les lymphocytes équins par immunohistochime.

3.3.1.1. Perte d’antigénicité

I1 a été observé que les tissus archivés allant de quelques mois a quelques années avaient
un immunomarquage altéré (53). Plusieurs études se sont penchées sur les causes de cette perte
de coloration. Il en a été conclu que 1’antigénicité des protéines est mieux préservée lorsque le
tissu est gardé dans un bloc de paraffine que préservé en tranche mise sur lames, méme si celles-
ci sont recouvertes de paraffine. L’ajout de protecteurs dans la paraffine endommage encore
plus la perte de ’antigénicité. Une étude s’est penchée sur I’effet de la température et de
I’humidité dans lesquels sont conservés les blocs de paraffine. Elle en a conclu que plus la
température et I’humidité ambiantes sont élevées, plus la perte d’antigénicité est grande. De
plus, moins bien le processus de circulation de la biopsie est effectué, plus la température et
I’humidité externe ont un impact négatif sur I’immunoréactivité des antigenes. Selon les auteurs,
c’est la mauvaise déshydratation de la biopsie lors de la circulation qui est le plus dommageable
puisque si le tissu est mal déshydraté, c’est I’eau endogeéne qui hydrolyse, avec le temps, les

protéines (53).

3.3.2. Méthodes de quantification des leucocytes identifiés a ’'THC

La quantification des cellules marquées a I'IHC n’est pas faite de routine lors de
I’interprétation d’une lame. Par contre, elle peut s’avérer trés utile en recherche, notamment
dans le but d’établir des seuils pour distinguer la cellularité normale de I’'inflammation. Plusieurs
méthodes de quantification des cellules inflammatoires de la lamina propria intestinale sont
décrites dans la littérature. La premiere méthode utilise une échelle (un graticule) qui est montée
sur un microscope pour aider a comptabiliser les cellules. Cette méthode est un peu délaissée
méme si quelques études récentes 1’utilisent (54). Selon German et al. (1999), ot ils quantifient
les cellules immunitaires de la lamina propria de chiens sains, un graticule ne permet pas d’avoir
une densité exacte de cellules puisqu’on ne peut pas enlever les structures qui ne sont pas de la
lamina propria tels les glandes et les vaisseaux sanguins (55). Effectivement, si ces structures
ne sont pas enlevées, cela peut sous-estimer les évaluations quantitatives des cellules puisque

’aire sera plus grande pour un méme nombre de cellules comptées. La seconde méthode est
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celle de la morphométrie a 1’aide d’un ordinateur. C’est la méthode la plus utilisée pour
comptabiliser les cellules immunitaires de biopsies intestinales chez les animaux. Il s’agit
simplement de délimiter une aire de lamina propria et d’y comptabiliser manuellement toutes
les cellules d’intérét. Le résultat est ensuite exprimé en nombre de cellules par aire de lamina
propria. C’est une méthode simple a faire, mais qui peut étre trés longue a appliquer lorsqu’il y
a plusieurs biopsies a analyser. La derniere méthode ressemble a la seconde, mais nécessite un
programme d’analyse d’image microscopique. Comme la seconde méthode, il faut tout d’abord
délimiter une aire d’intérét de lamina propria. Par la suite, il est possible d’améliorer le contraste
entre la coloration des cellules marquées et le reste du tissu. Enfin, il faut programmer une
méthode de comptage automatique basée sur I’aire d’une cellule d’intérét. Le résultat est donné
en pourcentage de coloration a I'IHC dans la lamina propria (aire de cellule colorée/aire de
lamina propria d’intérét). Cette méthode a 1’avantage d’étre plus rapide et permet d’analyser un
plus grand nombre de biopsies que la précédente. Par contre, elle ne tient pas compte I’aspect
morphologique d’une cellule qui peut changer beaucoup selon la coupe du tissu. Dans ce cas, le
compte peut étre artificiellement augmenté. Il est donc important de valider au préalable cette
méthode avec des comptes manuels pour une cellule d’intérét. Pour des raisons pratiques, c’est

la seconde méthode qui a été utilisée pour ce projet.

4 Immunité intestinale

4.1 Généralités

La muqueuse digestive est constamment exposée aux divers antigénes et
microorganismes présents dans le tractus digestif. Par conséquent, ’intestin se doit de posséder
un systeme de défense complet et efficace pour empécher 1’invasion d’agents infectieux.
L’immunité de I’hdte se divise en immunité innée et en immunité adaptative. L’ immunité innée
de l'intestin se divise en défense physique et en défense cellulaire (1, 56). Pour la défense
physique, on retrouve tout d’abord I’épithélium de la muqueuse. Celui-ci est composé
d’entérocytes, de cellules caliciformes, des cellules basales et des cellules de Paneth. Outre
I’absorption des nutriments, les entérocytes ont un réle important dans la perméabilité de

I’épithélium grace a leurs protéines de jonctions intercellulaires. Ces protéines maintiennent les
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entérocytes ensemble pour empécher les bactéries et molécules de passer entre elles. Ces
protéines sont organisées en complexe apical jonctionnel qui est composé des jonctions serrées
(zona occludens) et des jonctions adhérentes (zona adherens). Un changement dans 1’expression
de ces protéines rendant I’épithélium perméable est associé a plusieurs maladies inflammatoires,
dont les MICI (2). Les cellules caliciformes sont responsables de la sécrétion du mucus qui
couvre I’épithélium. Le mucus contient, entre autres, des mucines, des enzymes, des peptides
antimicrobiens, des électrolytes et des immunoglobulines qui ont tous un rdle dans la résistance
aux pathogenes. Les cellules de Paneth, situées a la base des cryptes intestinales, sont
responsables de la sécrétion de lysozymes ayant une capacité bactéricide. Une particularité de
I’espece équine est la présence d’un nombre élevé de cellules de Paneth (57). Une fois les
barrieres physiques de la muqueuse passées, c’est la défense cellulaire de I’immunité innée qui
s’oppose aux pathogenes invasifs. Celle-ci met en place une défense rapide et non spécifique
(1, 58). Elle est dite non spécifique puisque les récepteurs membranaires de ces cellules
reconnaissent des patrons généraux se retrouvant sur une majorité de microorganismes pouvant
étre pathogenes ou non (58, 59). Les cellules de I’immunité innée proviennent des cellules
pluripotentes de la moelle osseuse (60). Ces cellules sont les neutrophiles, les éosinophiles, les
macrophages, les cellules dendritiques, les mastocytes et les cellules lymphoides innées (1, 60,
61). Certaines de ces cellules sont résidentes de la muqueuse intestinale et attirent leurs
semblables a 1’aide de cytokines et chimiokines (1, 60). Les cytokines et cellules de I’'immunité
innée sont aussi nécessaires pour activer le deuxieéme type d’immunité, soit I’'immunité
adaptative (59, 60). L immunité adaptative a I’avantage de pouvoir de reconnaitre et détruire un
pathogene a 1'aide de marqueur spécifique a celui-ci. Elle a aussi la capacité de développer une
mémoire cellulaire faisant en sorte qu’une réponse plus rapide et efficace se met en place suite
a une seconde rencontre avec le méme pathogene (58). Les cellules faisant partie de I’immunité
adaptative proviennent de la lignée lymphoide des cellules pluripotentes de la moelle osseuse.
Ces cellules sont les lymphocytes T et B ainsi que les plasmocytes, stade ultérieur des
lymphocytes B, sécrétant des anticorps (60). Il est important de ne pas confondre les cellules
lymphoides innées avec les lymphocytes. Les cellules lymphoides innées ont une morphologie
de type lymphoide, n'ont pas de marqueurs phénotypiques des cellules de la lignée myéloide,

mais font partie de 1'immunité innée (61).
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4.2 Les cellules caliciformes

Les cellules caliciformes font partie de 1’épithélium et leur nombre varie en fonction du
segment du tractus gastro-intestinal. Ces cellules sont formées a la base des cryptes et se
déplacent vers le haut des villosités gagnant ainsi en maturité tout au long du trajet. Elles
terminent leur cycle de vie en se détachant de la membrane basale vers la lumiere intestinale.
Ces cellules sont polarisées et sécretent par leur pdle apical des mucines vers la lumiere
intestinale. Ces mucines sont, entre autres, responsables de la viscosité et de 1’état d’hydratation
du mucus protecteur de I’épithélium (62). Dues a leurs structures moléculaires, les mucines sont
hétérogenes leur conférant ainsi différentes propriétés. Elles peuvent étre classées en trois
catégories ; les mucines neutres, les mucines acides sulfatés et les mucines acides non sulfatés.
Le type de mucines sécrétées varie en fonction du segment intestinal ainsi que selon 1’axe
villosité-crypte puisque les cellules caliciformes immatures sécretent des mucines neutres et, au
fur et a mesure qu’elles maturent, ce sont des mucines acides qui sont sécrétées. Outre le stade
de maturité, plusieurs facteurs influencent le type de mucine sécrétée comme I’alimentation et
la maladie. Entre autres, il est démontré que chez les rats recevant une di¢te élevée en fibres,
I’épithélium de D’intestin gréle comporte plus de cellules caliciformes en plus d’avoir une
augmentation de 210% des sécrétions de mucines comparées aux rats avec une dicte sans fibres.
Ce phénomene a aussi été démontré chez I'humain et le porc. Ceci serait dii, entre autres, a une
réponse mécanique de I’épithélium suite a 1’effet abrasif des fibres sur le mucus. De plus, la
fermentation de ces fibres produit des acides gras volatils qui ont aussi un effet sur les mucines
et les cellules caliciformes. L’apport de fibres dans la dicte engendre aussi une sécrétion de
mucines acides, ce qui augmente le potentiel de résistance a I’activité enzymatique bactérienne.
Les mucines sont aussi influencées par le microbiote de I’intestin qui, a son tour, est modulé par
I’ingestion d’aliments (23). La colite ulcérative, une MICI rencontrée chez I’humain, est
caractérisée par une baisse des mucines acides sulfatées et une augmentation des mucines acides
non sulfatées dans les cellules caliciformes du c6lon (63). Pour différencier le type de mucine
contenu dans les cellules caliciformes, plusieurs techniques sont possibles. On retrouve parmi
les plus simples et efficaces la coloration associant 1’alcian bleu avec de 1’acide périodique de

Schiff (AB PAS). L’alcian bleu colore en bleu les mucines acides tandis que le PAS colore les
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mucines neutres en rose (64). Pour différencier les deux types de mucines acides avec une

coloration, l'alcian bleu avec de la diamine enrichie en fer peut étre utilisée (63).

4.3 Lymphocytes

Les lymphocytes matures sont de petites cellules avec un noyau tres rond, foncé et
contenant peu de cytoplasme (49). Ils sont retrouvés dans le sang, dans la lymphe ainsi que dans
les muqueuses de plusieurs organes. Dans le petit intestin équin sain, ¢’est la cellule immunitaire
la plus nombreuse de la lamina propria (13). Les lymphocytes sont les cellules centrales de
I’immunité adaptative puisqu’elles peuvent reconnaitre des antigeénes et engendrer une réponse
spécifique contre ceux-ci. lls peuvent étre classés en deux catégories, soit les lymphocytes T et
les lymphocytes B qui se divisent chacun en différentes sous-populations (60). Les lymphocytes
T ont une panoplie de roles différents qui servent surtout a réguler et diriger la réponse de
I’immunité adaptative. Les lymphocytes B, quant a eux, ont surtout pour fonction la sécrétion
d’anticorps dirigés contre un antigéne (65). Ayant donc des roles différents, la gestion d’une
anomalie immunitaire impliquant les lymphocytes peut étre différente selon le type qui est en
jeu. Comme la coloration HEPS standard ne permet pas de différencier les lymphocytes T des

lymphocytes B, 'immunomarquage devient donc essentiel pour mieux les caractériser.

4.3.1. Lymphocyte T

Les lymphocytes qui sont générés dans la moelle osseuse et qui migrent jusqu’au thymus
pour continuer le processus de maturation sont nommés lymphocytes T. Une fois matures, ces
cellules quittent le thymus par la circulation sanguine et vont se retrouver dans les nceuds
lymphatiques. Ces lymphocytes T dis naifs, puisqu'ils n’ont pas rencontré d’antigéne, se
déplacent par la circulation sanguine constamment d’un nceud lymphatique a un autre (49). C’est
dans un nceud lymphatique que les cellules présentatrices d’antigéne ayant capté et traité un
antigene le présente aux récepteurs des lymphocytes T naifs qui passent par la. Le récepteur du
lymphocyte T qui reconnait I’antigéne se nomme TCR pour « T-cell receptor ». Ce récepteur
existe sous deux formes qui séparent les lymphocytes T en deux groupes. Il y a les lymphocytes
T avec un « T-cell receptor » composé de chaines glycopeptidiques a/f et les lymphocytes T

avec un récepteur de chaines glycopeptidiques y/§ (66). Le « T-cell receptor » a/f est
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accompagné d’un complexe de protéine appelé CD3 qui est lui-méme accompagné d’une
glycoprotéine, CD4 ou CD8, qui stabilise 'interaction entre le lymphocyte T et la cellule
présentatrice d'antigene (67). Une fois cette interaction stabilisée, le lymphocyte T s'active, se
multiplie et envoie ses clones au site de I’infection. Une petite partie de ces clones serviront a
la mémoire cellulaire qui caractérise I’immunité adaptative. Les lymphocytes T sont facilement
identifiables en immunohistochimie a I’aide d’anticorps dirigés contre des molécules de surface.

Le choix de I’anticorps dépend de la population de lymphocyte T a isoler.

4.3.1.1 Molécules de surface

Il est possible d’identifier tous les lymphocytes T par le complexe CD3 du « T-cell
receptor » a /3 composé de 3 types de polypeptides différents, soit deux &, une § et une y (67).
Suite a une liaison du « T-cell receptor » par un ligand, ces protéines servent a transmettre le
message vers I’intérieur de la cellule (66). C’est une molécule de surface avec une petite portion
intracytoplasmique facile a identifier aidant a distinguer les lymphocytes T des lymphocytes B
puisque ceux-ci en sont totalement dépourvus. Le CD3 est aussi la molécule la plus utilisée en
immunohistochimie pour isoler les lymphocytes toutes especes confondues. Pour l'espece
équine, une seule étude publiée quantifie les lymphocytes T de la muqueuse intestinale saine.
Elle rapporte que, pour le jéjunum, les lymphocytes T sont plus nombreux que les lymphocytes
B et qu’il y a une plus grande concentration de ces cellules dans la lamina propria des villosités
que dans la lamina propria des cryptes (13). Ceci est aussi démontré chez les especes canine et

féline (55, 68).

Il est aussi possible de caractériser les populations de lymphocyte T en ciblant les molécules
CD4 et CDS8 qui sont presque toujours mutuellement exclusives. La variation des réponses
inflammatoires est due au fait qu’il y existe différentes sous-populations de lymphocyte T. La
premiere grande sous-population est composée des lymphocytes T CD4+. Ces lymphocytes
répondent a une cellule présentatrice d'antigéne qui présente un antigene traité a 1’aide de son
récepteur nommé complexe majeur d’histocompatibilité de classe 2 (69). Les lymphocytes T
CD4 sont appelés « helper » (Th) car, suite a leur activation, elles ont comme fonction d’aider

d’autres cellules inflammatoires par les cytokines qu’elles sécrétent. Il est possible de
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catégoriser les lymphocytes Th en fonction des cytokines sécrétées par ceux-ci. Les deux
premiers types a €tre reconnus dans les années 1980 sont les Th1 et Th2. Les lymphocytes Thl
produisent plusieurs cytokines, dont I’interféron (IFN) y et I’interleukine (IL) - 2, qui favorisent
une réponse immunitaire cellulaire par D’activation des lymphocytes T CD8+ et des
macrophages (70). Les lymphocytes Th2, quant a eux, produisent une série de cytokines, dont
les IL-4 et IL-5, qui favorisent une réponse immunitaire humorale en activant les lymphocytes
B qui sécreteront différents anticorps spécifiques (59, 70). Depuis, plusieurs autres types de
lymphocytes Th ont été découverts. En autre, le lymphocyte Th17 dont le role dans les processus
immunitaires de I’intestin est de plus en plus étudié (69). Dans un contexte d’homéostasie, les
lymphocytes Th17 de la lamina propria de I’intestin gréle sont régulés par le microbiote et les
antigenes alimentaires. Ils peuvent sécréter des cytokines pro et anti-inflammatoires (71). Les
cytokines pro-inflammatoires sécrétées sont, entre autres, I’IL-17, 'IL-21 et I'IL-22. Lorsque
I’'IL-17 se fixe sur son récepteur, il déclenche une cascade de réaction menant au recrutement
des neutrophiles produisant une inflammation locale. Comme il existe des régulations croisées
entre les différentes réponses inflammatoires des lymphocytes T, les maladies sont souvent
caractérisées par un profil de cytokines de lymphocyte Th dominant (69). I1 a été démontré que
les patients atteints de maladie de Crohn, une MICI humaine, ont un profil Th1 et Th17 due a la
présence de I'IL-12,I’IL-17a et I'IFN y (5). Une étude récente a démontré que dans les biopsies
rectales de rats et d’humains avec une MICI, I’expression des geénes du profil Th17 est
augmentée (2). Chez I’espece équine, une infiltration augmentée de lymphocyte T est observée
lors de MICI, mais le type n’est pas connu. Une étude s’est donc penchée sur 1I’expression de
genes présents dans les biopsies rectales de chevaux démontrant des signes d’inflammation. Les
auteurs ont démontré que ces biopsies rectales avaient une augmentation de 1’expression de
I’ARNm IL-17a, ce qui était confirmé par la présence de neutrophiles dans la lamina propria.
La présence de neutrophile est considérée comme un facteur de la perpétuation de
I’inflammation dans les MICI humaines. De plus, chez le cheval, le réle inflammatoire de 1’IL-
17 a été démontré pour certaines maladies pulmonaires inflammatoires ainsi que les uvéites

récurrentes (72-74).
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La deuxieme grande sous-population de lymphocytes T est composée des lymphocytes T CD8+.
Les lymphocytes CD8+ peuvent étre activés directement par des cellules présentatrices
d'antigéne ou par les cytokines des lymphocytes Th1 (70). Les lymphocytes T CD8+ répondent
a une cellule présentatrice d'antigéne qui présente un antigéne traité a 1’aide de son récepteur
complexe majeur d’histocompatibilité de classe 1. Une fois activés, les lymphocytes T CD8+ se
lient a la cellule cible et liberent leur contenu cytoplasmique granulaire. Ceci provoque la lyse
de la cellule cible selon plusieurs mécanismes. C’est la raison pour laquelle les lymphocytes T

CD8+ sont dits cytotoxiques (67).

4.3.2. Lymphocyte B

Provenant de la moelle osseuse, les lymphocytes B matures, mais naifs migrent et se
regroupent en follicules dans les organes lymphoides secondaires comme la rate ou les nceuds
lymphatiques (75). A ce stade-ci, les immunoglobulines (Ig) D et M se retrouvent ancrés dans
sa membrane plasmique (65). L’activation d’un lymphocyte B par un antigéne peut se dérouler
selon deux mécanismes. Le premier est une activation directe entre un antigene et le récepteur
cellulaire du lymphocyte B nommé BCR pour « B-cell receptor ». Le deuxieme mécanisme, le
plus fréquent des deux, se fait a I’aide d’un lymphocyte T. Tout d’abord, le lymphocyte B doit
présenter un antigéne a un lymphocyte Th qui a déja rencontré ce méme antigene. En retour, ce
dernier lui renvoie un signal chimique qui activera le lymphocyte B et qui se transformera en
lymphoblaste. Celui-ci a deux avenues possibles. Premierement, il peut se différencier en
plasmocyte de courte vie qui ne sécrete que des IgM. Deuxiemement, il peut devenir un
centroblaste et migrer au centre germinatif pour poursuivre le processus de sélection. Ce
follicule deviendra alors un follicule secondaire avec un centre germinatif ou se multiplient les
centroblastes. C’est dans ce centre que le centroblaste rencontre un autre lymphocyte T qui, a
I’aide de cytokines, font changer les Ig de surface. Les IgM et IgD membranaires sont remplacés
par des IgA, IgG ou IgE. Ceci est communément appelé un « class switch ». Puis, en fonction
des interactions moléculaires entre les deux lymphocytes, le centroblaste peut proliférer en
lymphocytes B mémoires ou se transformer en plasmocytes de longue vie (65, 75). L’étude de
Packer et al. (2005) rapporte un faible nombre de lymphocytes B résidants dans la lamina
propria du jéjunum de chevaux sains et ils sont majoritairement présents dans la lamina propria

des cryptes (13). C’est un phénomene qui est aussi observé chez I’espece canine (55). Plusieurs
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molécules de surface peuvent étre ciblées par les anticorps dont les plus spécifiques sont les

molécules CD79 et CD20 (76).

4.3.2.1. Molécules de surface

La molécule membranaire CD79 est composée de deux chaines, soit CD79a et CD79b.
Elle est exprimée sur la membrane plasmique a un stade immature du lymphocyte B jusqu’a sa
maturité restant méme parfois au stade de plasmocyte (65, 76). CD79 est associée au « B-cell
receptor » et aide a la transmission du message vers I’intérieur de la cellule. L’anticorps qui
fonctionne le mieux en immunohistochimie pour les tissus équins est un anticorps dirigé contre
un épitope sur la chaine CD79a de la molécule (76). La molécule membranaire CD20, quant a
elle, est essentiellement intracellulaire et seulement une petite portion est retrouvée a I’extérieur
de la cellule. Elle sert a la régulation transmembranaire du calcium ainsi qu’a la progression du
cycle de maturation cellulaire (77, 78). Elle est présente tout au long de la vie de du lymphocyte
B et ne se retrouve pas sur les plasmocytes (78). L’anticorps, reconnaissant la molécule, est
dirigé vers un épitope se trouvant sous la membrane plasmique (77). Ces deux antigenes, CD20
et CD79a, sont utilisés dans la littérature pour marquer les lymphocytes B. La molécule CD79
apparait plus tot dans le développement du lymphocyte B et donc peut les marquer a un stade
plus primitif dans la moelle osseuse (65). Par contre, elle peut aussi €tre exprimée sur les
plasmocytes, ot la molécule CD20 ne se retrouve pas (76, 77). Toutefois, quelques études ont
démontré qu’un petit nombre de lymphocytes T expriment aussi la molécule CD20, mais en
moindre quantité que les lymphocytes B (79, 80). Chez les chevaux, I’anticorps spécifique au
CD20 est le plus souvent utilisé, surtout lors d’identification histologique de lymphome et lors

de quantification de lymphocytes B (51, 81, 82).

44. Eosinophiles

Les €osinophiles sont des granulocytes provenant de la lignée myéloide des cellules
pluripotentes de la moelle osseuse (60). Ces cellules se retrouvent en plus grande concentration
dans le sang, mais peuvent aussi résider dans les muqueuses de plusieurs organes (49). Les
éosinophiles sont en plus grand nombre dans la muqueuse gastro-intestinale normale que dans
toute autre muqueuse saine. Chez les équins, la densité d’éosinophile intestinal est plus grande

que pour les autres especes (12). Les muqueuses jéjunales et coloniques équines surexpriment
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I’ARNm eotaxin-1, qui est le régulateur spécifique aux éosinophiles, par rapport aux autres
tissus non lymphoides tels la peau, les poumons, les reins et le foie chez un individu (83). Pour
I’espece équine, deux études quantifient les éosinophiles de la lamina propria de biopsie pleine
épaisseur provenant de chevaux sains. La premiere est celle de Packer et al. (2005) qui étudie
les cellules inflammatoires du jéjunum (13). La seconde est celle Rotting et al. (2008) qui étudie
les €osinophiles sur les segments intestinaux allant de I’estomac jusqu’au rectum (12). Les deux
études démontrent un nombre plus élevé d’éosinophiles dans la lamina propria des cryptes par
comparaison a celle des villosités. (12, 13). Ce résultat est aussi démontré pour 1’espéce canine
(55). Les €osinophiles peuvent aussi €tre attirés dans la muqueuse intestinale par différents
signaux chimiques provenant d’un microorganisme, d’un tissu endommagé ou des autres
cellules immunitaires lors d’une infection (84). Une augmentation de ces cellules indique
souvent une infection parasitaire ou une réaction allergique (12, 84). Chez les chevaux, une
infiltration de la muqueuse du tractus digestif par ces cellules caractérise I’entérite
éosinophilique (12). Les éosinophiles peuvent phagocyter ou libérer des enzymes qui vont
dégrader le microbe envahisseur (60, 84). Ces cellules ont aussi un réle fonctionnel pour le
maintien de ’homéostasie de I’immunité intestinale. Effectivement, il a été€ démontré que chez
les souris déficientes en éosinophiles, le nombre de plasmocytes sécrétant des IgA résidant dans
la muqueuse de D'intestin gréle ainsi que le nombre de ces cellules sécrétées étaient
significativement plus bas que chez les souris normales, surtout lors d’inflammation intestinale
(85, 86). Les éosinophiles ont un noyau bilobé et contiennent une multitude de granules dans
leur cytoplasme (49). Les granules les plus abondantes contiennent chacune une protéine
cristalloide trés basique qui attire les colorants acides comme I’éosine (12, 84). Avec la
coloration a I’hématoxyline-éosine-phloxine-safran, la cellule a donc une apparence ronde
constellée de granules €osinophiles visibles au microscope optique, ceux-ci sont si nombreux
qu’ils couvrent le noyau. Par contre, chez certaines especes, il est parfois nécessaire d’utiliser
une coloration spécifique pour les €osinophiles, car a I’hématoxyline-éosine-phloxine-safran, il
est possible de les confondre avec les neutrophiles. Selon une étude comparant cinq colorations
différentes sur les éosinophiles provenant de tissus pulmonaires murins, les auteurs en sont
venus a la conclusion que le colorant « Sirius Red » était plus adéquat, car il offre un bon

contraste entre le fond et I’éosinophile, il est abordable en temps et en argent en plus d’étre tres
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spécifique (87). Selon quelques études d’éosinophiles faites chez les équins, la coloration de
Luna est la plus utilisée méme si I’hematoxylin-éosine-phloxine-safran démarque suffisamment

ces cellules (12).

4.5 Microbiote, immunité et alimentation

On ne peut parler de santé intestinale, sans parler de microbiote intestinal. Celui-ci est
présent chez tous les animaux et comprend les bactéries, les virus, les fongi et les protozoaires
qui habitent I’intestin (88). Un microbiote en santé a une relation symbiotique avec la muqueuse
intestinale tout au long de la vie de 1’animal. Il aide le tractus gastro-intestinal en formant une
barriere physique contre les pathogeénes, en métabolisant des substrats non digérés par la
muqueuse, comme les fibres, et en produisant des métabolites nourrissant les entérocytes. De
plus, il éduque le systéme immunitaire en induisant le recrutement des cellules pro et anti-
inflammatoires comme les lymphocytes Th1, Th17 et surtout les Treg qui forment la tolérance
immunitaire face aux antigénes (5). La quantité et la proportion des microorganismes du
microbiote sont spécifiques a 1’espece et varient selon plusieurs facteurs comme 1’age, la
localisation dans 1’intestin ainsi que 1’alimentation. Les bactéries de l'intestin gréle habitent le
lumen, la couche de mucus ainsi que la muqueuse (23). Chez les équins, le microbiote change
selon I’age ol une baisse de la population microbienne chez les chevaux agés est démontrée.
Ceci est probablement dii aux changements physiologiques qui viennent avec I’age comme le
ralentissement du transit intestinal. Les poulains, quant a eux, ont une flore complexe qui change
jusqu’au stade adulte. Le microbiote équin change aussi selon la condition corporelle et le sexe
des individus. Le duodénum équin contient 2,90 x 10° bactéries par gramme de matieres
mouillées (gMM) provenant du lumen, le jéjunum contient 29,0 x 10° bactéries/gMM et 1'iléum
contient 38,4 x 10° bactéries/gMM (89). Les Firmicutes et Bacteroidetes sont les phylums les
plus abondants et prédominants de ce microbiote (37). Les fibres alimentaires sont les substrats
de base pour les bactéries du microbiote intestinal, particulierement pour les animaux non
ruminants (23). Les bactéries, surtout les résidents du c6lon et du caecum, fermentent ces fibres

et produisent les acides gras volatils que le cheval utilise comme source d’énergie (37, 90).
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Les effets du microbiote sur le tractus gastro-intestinal sont multiples. Il a été démontré que les
souris sans germes intestinaux ont une baisse de cellularité et un systtme immunitaire moins
performant dans la lamina propria du petit intestin. Elles ont aussi moins de plasmocytes (surtout
ceux qui sécretent des IgA), de lymphocytes intraépithéliaux et ont des plaques de Peyer plus
petites (71). Un changement alimentaire, une inflammation ou des antibiotiques peuvent
perturber les bactéries commensales de I’intestin et ainsi augmenter le risque de colonisation et
d’expansion par les pathogenes. Il est possible d’observer une modification du microbiote 24 h
suivant un changement alimentaire. Une di¢te équilibrée, comportant des fibres alimentaires,
engendre une balance homéostatique de la muqueuse intestinale permettant ainsi des
interactions régulées entre 1’épithélium et le microbiote. Un déséquilibre peut favoriser les
bactéries pathogenes qui vont induire des cellules pro-inflammatoires dans la muqueuse. Si la
situation perdure, une inflammation incontrdlée peut s’établir et créer des dommages a la
muqueuse. Par exemple, il est démontré qu’une diete riche en maticres grasses et en sucrose
diminue la diversité du microbiote ce qui peut affaiblir la barriere protectrice bactérienne et ainsi
favoriser I’augmentation du nombre de pathogenes opportunistes. Chez les rats, ce phénomene
mene a une augmentation de la perméabilité intestinale ainsi qu’a une présence augmentée des

médiateurs pro-inflammatoires dans le c6lon (5).

De plus en plus de recherches font le lien entre les maladies inflammatoires et une dysbiose du
microbiote intestinal. Par exemple, il est démontré qu’il y a des changements dans les phylums
et les genres de bactéries chez les humains, les chiens, les chats et les animaux de laboratoire
avec une MICI (88). L’étiologie des MICI est inconnue, mais les évidences pointent vers une
action du microbiote puisque celui-ci peut soutenir ou engendrer une réponse immunitaire
pouvant endommager les tissus chez les individus génétiquement susceptibles (2). Pour I’espece
équine, un changement du microbiote augmente les risques de maladies. Par exemple, un surplus
de glucides va étre fermenté en lactate dans le gros intestin. L’exces de lactate peut causer une
baisse du pH pouvant mener a une acidose locale qui endommage 1’épithélium et une acidose
systémique pouvant mener a de la fourbure (7). Plus d’études sont nécessaires pour connaitre

I’impact de I’alimentation sur le microbiote intestinal et son role dans le développement et la
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progression des maladies inflammatoires équines. Avec ces informations, il sera sans doute plus

facile de prévenir et traiter certaines maladies.
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Résumé

Les chevaux ont un systeme digestif élaboré et leur microbiote intestinal est nécessaire
pour la digestion de fibres non digestibles qui se trouve a €tre une source importante d'énergie
(7). La domestication intérieure des chevaux a entrainé un changement dans leur mode
d'alimentation ; ils sont passés du constant broutage d'herbe a la possibilité d'une variété de
dictes offertes a des périodes restreintes ou le foin sert souvent d'élément de base (7, 33). Etant
constamment exposée aux aliments et microorganismes, la santé intestinale est essentielle pour
maintenir une défense optimale contre les antigénes pouvant étre potentiellement pathogenes.
Le systtme immunitaire de 1’intestin est composé de I'immunité innée avec des défenses
physiques et cellulaires, ainsi que de I’immunité adaptative majoritairement cellulaire (1, 14).
Un déséquilibre de cette immunité intestinale peut favoriser le développement de maladies
infectieuse, inflammatoire ou allergique. Les maladies inflammatoires chroniques de 1’intestin
forment un groupe de conditions caractérisées par un déséquilibre dans le type et/ou le nombre
des leucocytes de la paroi intestinale pouvant atteindre tous les segments du tractus gastro-
intestinal. La prise de biopsie duodénale par endoscopie est une méthode de choix pour le
diagnostic de MICI équine (3). Cependant, l'interprétation histologique de la plupart des MICI
peut poser un défi puisque la démarcation objective entre la normalité et le déséquilibre des
cellules immunitaires n’est pas suffisamment définie pour I’espece équine. L’étude de facteur
modifiant 1’'immunité cellulaire normale de 1’intestin, comme les différents régimes
alimentaires, permettra de mieux caractériser la population leucocytaire normale et ainsi
préciser cette démarcation. Une étude réalisée par Moreau et al. (2009) a évalué de manicre
semi-quantitative ’effet de trois dietes communes sur 1’histologie de biopsies endoscopiques
duodénales et rectales avec une coloration a 1’hématoxyline-éosine-phloxine-safran standard
chez des chevaux sains. La premiere dicte était riche en fibres, la seconde riche en protéines et
la troisieéme riche en matieres grasses. Les résultats de cette étude démontrent qu'il existe une
variation histologique entre les chevaux, mais que celle-ci n'est pas corrélée aux dietes. L'étude
démontre aussi que la moyenne de la glycémie des juments n'était pas influencée par les dictes
offertes (4). L’utilisation d’une coloration non spécifique pour identifier les différentes cellules

immunitaires ainsi qu'une méthode d'évaluation semi-quantitative du nombre de ces cellules



n’ont peut-tre pas été suffisantes pour déceler des différences significatives entre les dictes.
C’est pourquoi la présente étude veut permettre, par l'utilisation de I’immunohistochimie, une
meilleure identification des lymphocytes. De plus, pour mieux caractériser I’impact des deux
dietes sur I'histologie du duodénum équin, une évaluation quantitative des lymphocytes et des
éosinophiles ainsi qu'une évaluation qualitative des mucines des cellules caliciformes seront

réalisées.
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Hypotheses et objectifs

Les hypotheses de 1'étude sont :

1.

Que les comptes de lymphocytes identifiés a I’immunohistochimie seront plus élevés

que les comptes de lymphocytes identifiés a I'nématoxyline-éosine-phloxine-safran.

2. D'observer une variabilité dans le nombre de lymphocytes et d’éosinophiles dans la

lamina propria ainsi que dans la proportion des mucines neutres vs acides en fonction de

I’alimentation dans les biopsies duodénales.

Les objectifs de 1'étude sont :

1.

Comparer le nombre de lymphocytes identifiés a I’immunohistochimie avec celui obtenu
avec 1’hématoxyline-€osine-phloxine-safran dans la lamina propria des biopsies

duodénales.

Caractériser et quantifier les lymphocytes et les €osinophiles de la lamina propria des

biopsies duodénales de chevaux exposés a deux dictes différentes.

Evaluer qualitativement le type de mucines des cellules caliciformes des biopsies

duodénales de chevaux exposés soumis a deux dictes différentes.



Matériel et méthodes

1. Schéma expérimental de 1'alimentation des juments

Les biopsies duodénales ont été prélevées sur sept juments saines de races différentes.
Elles avaient un age moyen de 13 +/- 3 ans et un poids moyen de 463 +/- 44 kg. Les juments
ont été soumises pendant un an a la régie de la ferme Frontenac de 1'Université de Montréal.
Elles étaient donc logées dans des enclos individuels intérieurs et ont recu 4 traitements
antiparasitaires pendant I'année. Aucune des juments n'a recu de médication pour une période
de 14 jours avant la mise en place du protocole de cette étude-ci. Le protocole et les procédures
de cette étude ont été approuvés par le Comité d'éthique de l'utilisation des animaux de
I'Université de Montréal. Il est a noter qu’au cours de la période de la seconde diete, une jument
(#324) a di étre euthanasiée pour probleme comportemental (10 ans et 412 kg). C’est la raison

pourquoi il y a une biopsie en moins pour la seconde dicte.

{Diéte 1: 6 semaines lDiéte 2 : 6 semaines

Transition alimentaire :
1 semaine

t t I Prise de biopsie duodénale
Examen général X X par endoscopie
Examen sanguin X X
Test d’absorption au glucose X X
Figure 7. Schéma expérimental de I’alimentation des juments.

La premicre diete est composée de foin de fléole des prés et de moulée sucrée. La seconde
diete est composée de pellets de luzerne et de moulée sucrée.

Les sept juments ont d'abord été nourries avec la premiere di¢te pendant six semaines puis avec
la seconde pour la méme période de temps. Une semaine de transition alimentaire a été accordée
entre les deux dictes (Figure 7). La premiere dicte était composée de foin de fléole des prés
offert a volonté avec 1 kg de moulée sucrée deux fois par jour. La seconde di¢te consistait en 4
kg de pellets de luzerne et d'un kg de moulée sucrée deux fois par jour. L'eau était offerte a
volonté. La premiere di¢te était donc plus riche en fibres tandis que la seconde était plus riche

en protéines totales (Tableau I). Un examen physique général, un examen sanguin, un test



d’absorption au glucose ainsi que la prise de biopsie duodénale par endoscopie ont été réalisés

avant la mise en place du protocole d'alimentation (jour 0) et a la fin de chaque période de diete.

Tableau I. Analyse des constituants des deux dietes présentées aux juments de

I’étude.
Ingrédients Foin fléole des prés Pellets de luzerne Moulée sucrée
Protéines 7-11 % 15 % 14 %
Fibres 48-53 % 29 % 12 %
Gras - - 3%

Pour l'examen sanguin, basé sur un compte cellulaire complet, I'hématocrite, les protéines
totales et la concentration de l'albumine étaient regardés pour s'assurer du statut sain des

juments.

Pour le test d’absorption au glucose, les juments ont je(iné au cours de la nuit pour une période
de 14-16 h avant de recevoir 1g de glucose par kg de poids corporel (glucose anhydre dilué a
20%) par un tube naso-gastrique. Les prises de sang ont été effectuées par ponction veineuse et
récoltées dans des tubes héparinés. La glycémie a été évaluée (UniCell DxC600 - Beckman
coulter - Brea California) aux intervalles de temps 0, 30, 60, 90, 120, 150, 180 et 240 minutes
apres l'administration du glucose. L'absorption est considérée normale lorsqu'il y a une
augmentation de plus de 85% de la glycémie de départ 90-120 minutes suivant 1'administration
au glucose. Lorsque I'augmentation est moins de 15% a cet intervalle de temps, il y a présence
de malabsorption dite totale. Entre 15% et 85%, il y a suspicion de malabsorption partielle.

Seulement la moyenne des données individuelles pour chaque dicte est accessible.

2. Biopsies duodénales endoscopiques

A la suite du test de glucose, les juments étaient restreintes et sédatées avec 0,4 mg/kg

de xylazine intraveineux et 0,02 mg/kg de butorphanol intraveineux. Un endoscope de 3 metres
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(Olympus) a été inséré par le naseau et a ét€¢ amené jusqu'au duodénum proximal. La muqueuse
de l'estomac et du duodénum proximal a été évaluée. Une fois dans le duodénum, la pince a
biopsie fenestrée a été insérée dans le canal de 1'endoscope jusqu'a ce qu'elle dépasse le bout de
I'endoscope. Lorsque la pince était proche de la muqueuse a échantillonner, elle a été ouverte et
mise en contact avec la muqueuse. Avec pression adéquate contre le tissu, la pince a été fermée
et retirée. Quatre a six biopsies ont ainsi été prises par juments. Les biopsies ont été mises dans
une solution de formol tamponnée 10% pendant 24 h avant d’étre entreposées en bloc de
paraffine. Les blocs ont été coupés au microtome (Microm HM355S, Thermo Scientific™) a une
épaisseur de 5 microns et mis sur lame. Toutes les biopsies par jument ont été marquées par le
CD3, CD20 et colorées a I'hématoxyline-€osine-phloxine-safran ainsi qu'a I'AB PAS. Pour les
comptes cellulaires, une seule biopsie par coloration (parmi les 4 a 6 biopsies par jument) a été
analysée. Pour choisir la meilleure biopsie, 1'échelle de qualité démontrée a la figure 12 a été
utilisée. Il y a donc 39 biopsies qui ont été analysées en tout pour les deux immunohistochimies

et pour la coloration a I'hématoxyline-éosine-phloxine-safran.
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3. Immunohistochimie

Les biopsies duodénales ont été colorées a 1I’immunohistochimie pour identifier les
lymphocytes T et B de la lamina propria. Pour identifier les lymphocytes T, un anticorps
primaire monoclonal murin anti-CD3 humain (Dako, M7254, Mississauga, ON, USA) et un
anticorps secondaire biotinylé de cheval anti-souris/lapin (BA-1400, Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA) ont été utilis€ a une concentration de 1:200 pour les deux anticorps.
Pour identifier les lymphocytes B (Fisher, PA5-16701, Rockford, IL, USA), un anticorps
primaire polyclonal de lapin anti-CD20 félin, canin, humain ainsi que murin et un anticorps
secondaire biotinylé de cheval anti-souris/lapin (BA-1400, Vector Laboratories, Burlingame,

CA, USA) ont été utilisés a une concentration de 1:400 pour les deux anticorps.

Pour le contréle négatif, du sérum de chevre (#053110, Multicell Wisent, St-Bruno, QC, CAN)

avec les mémes concentrations que les anticorps primaires (1:200 et 1:400) ont été utilisés.

La révélation de I’anticorps secondaire biotinylé s’est fait avec la trousse AEC Peroxidase
Substrate (SK-4200, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). L’hématoxyline de Mayer’s
(MHS16, Sigma-Aldrich, St-Louis, MO) a servi de contre-coloration.

Pour le protocole en détail voir Annexe 1.
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Figure 8. Lymphocytes T identifiés par immunohistochimie
A gauche : Lymphocytes T identifiés par le CD3 sur une biopsie endoscopique du duodénum équin. La fléche
pointe un lymphocyte T. Au milieu : Nceeud lymphatique mésentérique équin utilisé comme contrdle positif pour
les lymphocytes T identifiés avec le CD3. Les fléches pointent des lymphocytes T. A droite : Biopsie pleine
épaisseur du duodénum équin utilisé comme contrdle négatif pour le CD3.

100 pm

Figure 9. Lymphocytes B identifiés par immunohistochimie
A gauche : Lymphocytes B identifiés par le CD20 sur une biopsie endoscopique du duodénum équin. Les fleches
pointent des lymphocytes B. Au milieu : Neeud lymphatique mésentérique équin utilis€é comme contrdle positif pour
les lymphocytes B identifiés avec le CD20. Les fléches pointent des lymphocytes B. A droite : Biopsie pleine épaisseur
du duodénum équin utilisé comme controle négatif pour le CD20.
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4. Colorations histologiques

4.1.Hématoxyline-éosine-phloxine-safran

Les biopsies duodénales ont été colorées a I’hématoxyline-éosine-phloxine-safran lors
du projet initial. Les lames ont d’abord été mises dans une solution d’hématoxyline de Harris
pour colorer les noyaux en bleu. Par la suite, elles sont mises dans une solution d’€éosine-
phloxine pour colorer les cytoplasmes et la matrice extracellulaire. La phloxine est ajoutée a
'éosine pour intensifier la coloration (48). Lors de la déshydratation, les lames ont été plongées
dans une solution de safran pour faire ressortir les fibres de collagéne en les colorant en jaune

orangé (48). Pour ce projet, les lymphocytes ainsi que les éosinophiles sont évalués avec cette

coloration (Figure 10). Pour le protocole en détail voir Annexe II.
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Figure 10. Identification d'un lymphocyte et d'un éosinophile a 'HEPS.

Une photo de biopsies endoscopiques de l'intestin gréle équin colorées a I'hématoxyline-
éosine-phloxine-safran. Les fleches jaunes pointent des lymphocytes et les fleches noires

pointent des éosinophiles. 40X.
HEPS : Hématoxyline-éosine-phloxine-safran.
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4.2.Alcian Bleu Periodic Acid Schiff

Les biopsies duodénales ont été colorées a la coloration AB PAS pour identifier les
mucines des cellules caliciformes. Les lames ont été mises dans une solution acide d’alcian bleu
pour colorer les mucines acides en bleu. Ensuite, elles ont été recouvertes du réactif de Schiff
(Sigma, 3952016) pour colorer les mucines neutres en magenta. Lorsqu’une cellule est de
couleur pourpre, c’est qu’elle contient un mélange de mucines acide et neutre. Pour le protocole

en détail voir Annexe III.

Figure 11.  Biopsies de l'intestin gréle équin colorées a ' AB PAS
Trois photos de biopsies endoscopiques de l'intestin gréle équin colorées a2 I'AB PAS. A gauche : la
fleche pointe une cellule caliciforme dont les mucines sont mixtes. Au milieu : la fleche pointe une
cellule caliciforme dont les mucines sont plutdt neutres. A droite : la fléche pointe une cellule
caliciforme dont les mucines sont plutdt acides.
ABPAS : Alcian bleu Periodic Acid Schiff
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5. Technique de dénombrement cellulaire

5.1.Calcul de P’aire

Les captures d’image des IHC ont été prises a 1’aide d’un microscope Leica DM4000B
(Leica Microsystems Digital Imaging, U.K.) relié a une caméra Prosilica GT (modele
GT1920C). Les images ont été obtenues a 400x avec le systéme de capture en continu Panoptiq
(Panoptig™v.1.4.3, ViewslQ, Richmond, CAN). L’aire de la lamina propria des biopsies a été
mesuré a I’aide du programme Aperio ImageScope (Leica Microsystems, v12.3.2.8013) avec
de ’outil Stylo et Stylo Négatif. Toute la lamina propria de la biopsie a été mesurée, mais les

aires des vaisseaux, des glandes ainsi que les plaques de Peyer ont été soustraites par la suite.

5.2. Comptage des cellules

Le comptage des cellules marquées a 1’immuniohistochimie ou colorées a
I'hématoxyline-éosine-phloxine-safran s’est effectué avec le programme Aperio ImageScope
(Leica Microsystems, v12.3.2.8013) a I’aide de I’outil Compteur. Seules les cellules marquées
se trouvant dans les aires de lamina propria délimitées sur les images de biopsie étaient

comptées. Le comptage a été effectué a I’aveugle et par une seule personne.

6. Classement des mucines

Toutes les lames de toutes les juments confondues ont d'abord été regardées pour établir
un classement basé sur les criteres de couleur et d'intensité de couleur. Pour les couleurs, les
mucines étaient classées soient en rose, bleu ou pourpre. Pour l'intensité, il y avait trois choix
soient faible, modérée ou forte. Les mucines ne variaient pas d'une biopsie a 'autre pour un seul
individu, il était donc plus facile de donner un classement d'intensité et de couleur par jument.
Donc, les 4 a 6 biopsies par jument ont été analysées pour déterminer dans quelle catégorie de

couleur et d'intensité la jument faisait partie.
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7. Qualité des biopsies endoscopiques duodénales

Les criteres de qualité décrits chez les chats et chiens ont été utilisés pour faire 1'échelle

suivante. Celle-ci nous a orienté sur I’impact que la qualité des biopsies endoscopiques pouvait

avoir sur les résultats de I'étude (47) (Figure 12). Cependant, cette échelle n'a pas été testée ni

approuvée pour I’espece équine.

Description

Cote

Exemples

Orientation du tissu
inadéquate/marginale ou structure
cellulaire non préservée.

Absence de la lamina propria des
villosités ou cryptes.

L’épithélium des villosités n’est
pas en continuité avec
I’épithélium des cryptes.

*  Majorité de villosité
en coupe transversale

l.a

*  Majorité de lamina
propria des cryptes
avec peu de villosités
en coupe transversale

1.b

Orientation du tissu acceptable
avec une structure cellulaire
préservée.

Présence d’au moins une villosité
complete dont I’épithélium est en
continu avec 1’épithélium des
cryptes.

Les autres villosités sont plus ou
moins en continu.

e Orientation axée sur
les villosités.

*  Plus de lamina propria
des villosités que celle
des cryptes.

Orientation axée sur les
cryptes.

Plus de lamina propria des
cryptes que celle des
villosités.

Présence ou absence de
muscularis mucosae.

2b
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¢ Autant de lamina 2.c
propria de villosité
que des cryptes.

¢ Présence ou non de
muscularis mucosae

e Orientation adéquate de la 3
pointe des villosités jusqu’a la
base des cryptes.

e  Lamuscularis mucosae peut
étre présente ou non.

¢ Structure cellulaire
préservée.

*  Présence d’au moins 3
villosités ou plus.

Figure 12. Echelle de gradation de la qualité des biopsies duodénales endoscopiques équines.
L'échelle de qualité des biopsies duodénales endoscopiques est basée sur les criteres de qualité décrits par le World
Small Animal Veterinary Association chez les chats et les chiens.

8. Statistiques

Pour comparer le nombre de lymphocytes identifiés a I’immunohistochimie avec le
nombre de lymphocytes identifiés a 1'hématoxyline-éosine-phloxine-safran ainsi que pour
comparer 1’effet des dictes sur les nombres de lymphocytes et d'€osinophiles pour le groupe de
jument, un modele linéaire a effet mixte a été utilisé. L'individu a été désigné comme 1'effet
aléatoire (deux mesures non indépendantes par sujet) et la dicte comme 1'effet fixe. Ce modele
a été utilisé pour éviter de perdre une donnée (la jument euthanasiée entre les deux di¢tes) vu

que I'échantillon de départ était déja tres petit.
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Pour la composition des cellules caliciformes, une évaluation qualitative sans analyses
statistiques plus poussées a été utilisée pour classer les résultats en trois catégories soit acide

(bleu), neutre (rose) ou un mélange des deux types de mucine (pourpre).

Pour l'analyse de I'impact de la qualité des biopsies sur le compte de cellule, une corrélation non
paramétrique de Spearman a été utilisée puisque le score a été donné de fagon ordinale. Les

analyses ont été faites sur les deux dietes séparément pour avoir des échantillons indépendants.
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Résultats

1. Tests cliniques

L'hématocrite, les protéines totales et la concentration de 1'albumine étaient dans les

références normales pour toutes les juments.

Le test d'absorption au glucose indiquait une absorption normale pour toutes les juments.
Apres la premiere dicte, la plus haute valeur de glycémie moyenne était a 120 minutes post-
glucose, ce qui donne une augmentation de 112% de la glycémie moyenne de départ. Suite a la
seconde diete, la plus haute valeur de glycémie moyenne était a 90 minutes post-glucose, ce qui
donne une augmentation de 87% de la glycémie moyenne de départ. La différence entre les deux

moyennes n'est pas due a un effet de la diete.

2. Qualité des biopsies endoscopiques duodénales

Le score de qualité donné a chaque biopsie se trouve dans le tableau 5 en annexe VI. Le
tableau II regroupe les biopsies selon leur qualité et selon les colorations. Pour
I'immunomarquage des lymphocytes T avec le CD3, 3/13 biopsies sont de qualité adéquate.
Pour I'immunomarquage des lymphocytes B avec le CD20, 1/13 biopsies est de qualité adéquate.
Pour les biopsies colorées a I'hématoxyline-éosine-phloxine-safran, 1/13 biopsies est de qualité
adéquate. Pour la premiere dicte, toutes colorations confondues, 5/21 biopsies sont de qualité

adéquate et pour la seconde diete, il y a également 5/18 biopsies qui sont de qualité adéquate.



Tableau II. Nombre de biopsies pour chaque catégorie de qualité selon les
colorations et les deux diétes.

Qualité Diete | Biopsies identifiées Biopsies Biopsies colorées
avec le CD3 identifiées avec le au HEPS
CD20
Adéquate 1 3 1 1
2 0 2 3
Total 3 3 4
Acceptable 1 2 5 4
2 5 1 3
Total 7* 6* 7
Inadéquate 1 2 1 2
2 1 3 0
Total 3 4 2

* Les biopsies sont toutes orientées sur les villosités. HEPS = hématoxyline-éosine-

phloxine-safran.
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Figure 13. Qualité des biopsies endoscopiques duodénales de 1'étude.
20X. A gauche : Biopsie de qualité adéquate appartenant 2 la jument 328. Immunomarquage
avec le CD20. Au milieu : Biopsie de qualité acceptable appartenant a la jument 324.
Coloration a I'nématoxyline-éosine-phloxine-safran. A gauche : Biopsie de qualité inadéquate
appartenant a la jument 84. Immunomarquage avec le CD3.

Les résultats des analyses statistiques de l'impact de la qualité sur les comptes de cellules varient

beaucoup (Tableau III). Nous ne pouvons donc pas conclure si la qualité a ou n'a pas d'influence

sur les comptes de lymphocytes et d'éosinophiles.
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Tableau III. Résultats de 1'analyse statistique de l'impact de la qualité de la
biopsie sur les comptes de cellules.

Variable r n p
Diete 1

CD3 0,15 7 >0,5

CD20 -0,13 7 >0,5

HEPS -0,11 7 >0,5

Eosinophiles 0,40 7 0,2<p<0.5
Diete 2

CD3 -0,89 6 0,2<p<0.,5

CD20 0,74 6 0,1<p<0,2

HEPS -0,28 6 >0,5

Eosinophiles 0,93 6 0,01

r = Valeur de coefficient de corrélation qui varie entre -1 et 1,0 =
absence de corrélation et le signe donne la direction de 1'association. n
= taille de I'échantillon.

CD3 = Nombre de lymphocytes T identifiés avec le marqueur CD3
CD20 = Nombre de lymphocytes B identifiés avec le marqueur CD20

HEPS = Nombre de lymphocytes identifiés avec la coloration a
I'hématoxyline-éosine-phloxine-safran.
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3. Lymphocytes identifiés par immunohistochimie vs par

hématoxyline-éosine-phloxine-safran.

Pour évaluer les lymphocytes totaux a l'immunohistochimie, les comptes de
lymphocytes T marqués au CD3 ont été additionnés aux comptes de lymphocytes B marqués au
CD20. Pour 11 des 13 biopsies, le compte de lymphocytes totaux était plus élevé lorsqu'ils

étaient identifiés avec I'immunohistochimie que lorsqu'ils étaient identifiés avec I'hématoxyline-

éosine-phloxine-safran (p = 0,057) (Figure 14).
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Figure 14.

Lymphocytes identifiés a I'lHC vs I’'HEPS
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Lymphocytes identifiés a I’hématoxyline-éosine-
phloxine-safran et a I’immunohistochimie.
Les comptes de lymphocyte exprimés en nombre de lymphocytes par 10 000 um* de
lamina propria. Les lymphocytes ont d'abord été identifiés a I’immunohistochimie et
ensuite a I’hématoxyline-éosine-phloxine-safran pour chaque des biopsies duodénales
(n=13).
[HC = immunohistochimie. HEPS = hématoxyline-éosine-phloxine-safran.



Si nous séparons les résultats des biopsies en fonction des dictes, nous obtenons un résultat

significatif pour la seconde di¢te seulement (p = 0,036) (Figure 15).

Lymphocytes identifiés selon I'lHC et I’'HEPS selon les diétes
25

. p = 0,500 p=0,036

15 S 87

-—323

— —_ —325
10

—3%

329

5 —324

Lymphocytes/10 000 microns?

IHC HEPS IHC HEPS

Diete 1 F+ Diéte 2 P+

Figure 15.  Lymphocytes identifiés a I’hématoxyline-éosine-phloxine-safran et a
I’immunohistochimie.

Les comptes de lymphocyte exprimés en nombre de lymphocytes par 10 000 um* de lamina propria. Les
lymphocytes ont d'abord été identifi€és a I'immunohistochimie et ensuite a 1’hématoxyline-éosine-
phloxine-safran pour chaque des biopsies duodénales. Les résultats ont été séparés pour les deux
différentes dietes (n =7 et n = 6).

IHC = immunohistochimie. HEPS = hématoxyline-éosine-phloxine-safran. F + = plus riche en fibres, P+
= plus riche en protéines.
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4. Le nombre de lymphocytes identifiés a I'immunohistochimie

selon les dietes

4.1.Lymphocytes totaux (lymphocytes T + B)

Les lymphocytes ont été évalués avec 1'immunohistochimie puisque lorsqu'ils étaient
identifiés a I'nématoxyline-éosine-phloxine-safran, 1'étude préliminaire a celle-ci ne rapportait
pas de variation de ces cellules en fonction des di¢tes. Tout comme les résultats préliminaires,
aucune variation dans les comptes de lymphocytes totaux (lymphocytes T marqués au CD3 +

lymphocytes B marqués au CD20) n'a été observée en fonction des deux dietes (Figure 16).
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Figure 16. Nombres de lymphocytes totaux identifiés a

I'immunohistochimie.
Les résultats du nombre de lymphocytes totaux (lymphocytes identifiés par le marqueur CD3
+ CD20 a I'immunohistochimie) de la lamina propria des biopsies duodénales selon les deux
dietes. Les comptes sont exprimés en nombre de lymphocytes /10 000 um? de lamina propria.
F + = plus riche en fibres, P+ = plus riche en protéines.
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4.2.Lymphocytes T

Il n’y a pas de variation significative (p = 0,316) dans le nombre de lymphocytes T
identifiés a l'immunohistochimie par le CD3 dans la lamina propria de biopsies duodénales
équines en fonction de 1’alimentation (Figure 17). Le compte exact de lymphocytes pour chaque

biopsie est détaillé dans le tableau 6 en annexe V.

Lymphocytes T
o p=0,316
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Figure 17. Evaluations quantitatives des lymphocytes T selon les deux diétes.
Les résultats du nombre de lymphocytes T identifiés a I'immunohistochimie par le marqueur CD3 de la lamina
propria des biopsies duodénales selon les deux di¢tes. Les comptes sont exprimés en nombre de lymphocytes
T /10 000 um* de lamina propria.
-plus riche en fibres, P+ = plus riche en protéines.
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Figure 18. Lymphocytes T identifiés par le CD3.

Biopsie duodénale endoscopique de cheval ou les lymphocytes T sont marqués par le CD3. A gauche :
Une vue de la biopsie a 20X. A droite : une vue de la biopsie a 40X, les fleches pointent des lymphocytes
T.
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4.3 Lymphocytes B

Pour 5 des 6 juments, le compte de lymphocytes B était plus élevé dans la lamina propria
des biopsies duodénales lorsqu'elles étaient nourries avec une diete plus riche en fibres que
lorsqu'elles étaient nourries avec une diete plus riche en protéines (p = 0,055) (Figure 19). Le

compte exact de lymphocytes pour chaque biopsie est détaillé dans le tableau 7 en annexe V.
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Figure 19. Evaluations quantitatives des lymphocytes B selon les deux diétes.
Les résultats du nombre de lymphocytes B identifiés a I'immunohistochimie par le marqueur
CD20 de la lamina propria des biopsies duodénales selon les deux dietes. Les comptes sont
exprimés en nombre de lymphocytes B /10 000 um* de lamina propria.
F + = plus riche en fibres, P+ = plus riche en protéines.
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Figure 20. Lymphocytes B identifiés par le CD20.
Biopsie duodénale endoscopique de cheval ou les lymphocytes B sont marqués par le CD20. La
fleche pointe un lymphocyte B. A gauche : Une vue de la biopsie 2 20X. A droite : une vue de la
biopsie a 40X, les fleches pointent des lymphocytes B.
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44 Ratio de lymphocytes

Le ratio lymphocytes T/lymphocytes B est significativement plus élevé (p = 0,026)
lorsque les juments sont nourries avec une diete plus riche en protéines que lorsqu’elles sont

nourries avec une diete plus riche en fibres (Figure 21).
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Figure 21. Ratio LT/LB
Les résultats du ratio lymphocytes T sur lymphocytes B de la lamina propria de biopsies

duodénales pour les deux dietes.
F + = plus riche en fibres, P+ = plus riche en protéines.
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5. Les éosinophiles selon les diétes

Les éosinophiles sont des cellules faciles a identifier dans les biopsies duodénales
colorées a I'hnématoxyline-éosine-phloxine-safran. Les résultats démontrent que les comptes des
éosinophiles de la lamina propria de biopsies duodénales ne varie pas en fonction des deux dictes
(Figure 22). A noter que la jument 84 a un nombre d'éosinophiles beaucoup plus élevé que les
autres juments autant pour la premicre que la seconde di¢te. Cette jument a aussi beaucoup plus
de plasmocytes que les autres individus lorsqu'on regarde les biopsies de maniere semi-

quantitative. Le compte exact d'€osinophiles pour chaque biopsie est détaillé dans le tableau 8

en annexe V.
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Figure 22. Evaluations quantitatives des éosinophiles selon les deux diétes.
Les comptes d'éosinophiles sont exprimés en nombre d'éosinophiles /10 000 ym® de lamina
propria.

F + = plus riche en fibres, P+ = plus riche en protéines.
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Figure 23.  Eosinophiles colorés avec 1'hématoxyline-éosine-phloxine-
safran.

Biopsie duodénale de la jument #84 qui avait beaucoup d'éosinophiles et de plasmocytes vs
les autres juments. Les fleches noires pointent des éosinophiles. Les fleches jaunes pointent
des plasmocytes.
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6. La composition des mucines selon les dietes

Les biopsies duodénales des deux dictes comportaient toutes une majorité de cellules
caliciformes intensément colorées comprenant un mélange de mucines acides et neutres au sein
d’une méme cellule. Cinq biopsies comportaient une faible quantité de cellules a mucines
neutres tandis que six biopsies comportaient une faible quantité de cellules a mucines acides.
Ces faibles variations ne sont pas corrélées avec une des deux dictes. Puisque 1'échantillon est
tres petit et que ces résultats ne démontraient pas de tendance, les analyses statistiques n'ont pas

été plus poussées.

Tableau VI. Résultats de 1'évaluation qualitative des mucines

Numéro de la jument  Diete Mucines Mucines Mucines
acides mixtes neutres
84 1 X X
2 X X
87 1 X X
2 X X
323 1 X X
2 X X
325 1 X X
2 X X
328 1 X X
2 X X
329 1 X X
2 X X
324 1 X X
2 - . -

X = Majorité des cellules caliciformes. x = Quelques cellules caliciformes.
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Figure 24.  Biopsies duodénales endoscopiques de chevaux colorées a I' ABPAS.

A gauche : Une vue de la biopsie 2 20X. A droite : Une vue de la biopsie 2 40X, les cellules caliciformes
ABPAS : Alcian Bleu Periodic Acid Schiff
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Discussion

1. Rappel des résultats

L'augmentation significative (p = 0,026) du ratio lymphocyte T/lymphocyte B dans la
lamina propria de biopsies duodénales sont observées lorsque les juments sont nourries avec
une diete plus riche en protéines. Pour 5 des 6 juments, le compte de lymphocytes B était plus
élevé lorsqu'elles étaient nourries avec une diete plus riche en fibres (p = 0,055). Les
lymphocytes totaux, les lymphocytes T, les éosinophiles et les mucines ne changent pas selon
les dictes offertes. Pour 11 des 13 biopsies, le compte de lymphocytes totaux était plus élevé
lorsqu'ils étaient identifi€s avec l'immunohistochimie que lorsqu'ils étaient identifiés avec
I'hématoxyline-éosine-phloxine-safran (p = 0,057). Lorsque nous séparons les résultats des
biopsies en fonction des dietes, pour la seconde diete le compte de lymphocytes totaux était plus
élevé lorsqu'ils étaient identifiés avec I'immunohistochimie que lorsqu'ils étaient identifiés avec

I'hématoxyline-éosine-phloxine-safran (p = 0,036).

2. Hématoxyline-éosine-phloxine-safran vs immunohistochimie

L’étude de Moreau et al. a conclu que 1’évaluation semi-quantitative des leucocytes de
la muqueuse intestinale équine ne variait pas en fonction des di¢tes (4). De nombreuses études
démontrent que I’alimentation a des effets directs, en stimulant les différents leucocytes, et/ou
indirects, en modifiant le microbiote, sur I’'immunité intestinale (2, 5, 71). Nous avons postulé
qu’une coloration non spécifique aux différentes cellules immunitaires ainsi qu'une méthode
d'évaluation semi-quantitative du nombre de ces cellules n’ont peut-Etre pas été suffisantes pour
déceler des différences significatives entre les dictes. C’est pourquoi nous avons choisi d’utiliser
I’immunohistochimie pour quantifier les lymphocytes, cellules centrales de 1’'immunité
adaptative. L’objectif était de comparer le compte des lymphocytes identifiés par une coloration
a ’hématoxyline-éosine-phloxine-safran avec celui fait avec 1'immunohistochimie. Pour 11 des
13 biopsies, le compte de lymphocytes totaux était plus élevé lorsqu'ils étaient identifiés avec
I'immunohistochimie que lorsqu'ils étaient identifiés avec I'hématoxyline-éosine-phloxine-
safran (p = 0,057). Comme nous trouvons intuitivement plus facile d’évaluer un lymphocyte

ciblé a l'immunohistochimie, en considérant aussi ses parametres morphologiques, que



d’évaluer un lymphocyte juste par sa morphologie avec I’hématoxyline-éosine-phloxine-safran,
nous avons identifié quelques facteurs qui ont pu affecter la différence entre les comptes des
deux méthodes d’identification. Premi¢rement, une faible puissance statistique due au nombre
limité de chevaux étudiés a pu influencer la significativité de nos résultats. Pour avoir une
puissance de 80% avec un seuil alpha de 5%, nous aurions eu besoin de 10 chevaux soumis a
chacune des deux dietes. Deuxiemement, un résultat significatif aurait pu étre obtenu si nos
biopsies avaient été plus récentes et/ou entreposées de maniere adéquate. Suite au projet initial,
les blocs de paraffine entamés n’étaient pas entreposés dans les conditions décrites comme
optimales dans la littérature. Elles sont restées pendant plus d'une dizaine d'années a la
température et a I'humidité de la piece alors que les antigénes sont mieux préservés a une basse
température exempte d'humidité. Ceci a pu modifier les antigénes ciblés, occasionner une perte
de leur antigénicité et aboutir a un marquage plus faible des lymphocytes (53). En plus de
nécessiter la bonne morphologie (cellule ronde avec un noyau rond et un ratio noyau/cytoplasme
élevé), les lymphocytes devaient étre bien délimités avec une forte coloration pour étre
comptabilisés. Un marquage partiel a pu sous-estimer le compte des lymphocytes identifiés a
I'immunohistochimie et ainsi diminuer la différence entre les deux colorations. Troisiemement,
des biopsies de meilleure qualité pourraient accentuer la différence entre les deux méthodes de
coloration des lymphocytes. Il est démontré chez les chiens et les chats que I’orientation de
coupe des biopsies a une influence sur leur interprétation (47). Chez les chevaux, les
lymphocytes B résident en grande majorité dans la lamina propria se situant a la base des cryptes
(13, 81). Une orientation favorisant la lamina propria des villosités de la biopsie pourrait
diminuer le compte de ces cellules. Comme prés de la moiti€é des biopsies colorées a
I’immunohistochimie (6/13) étaient toutes orientées vers les villosités, la quantité totale de
lymphocytes a pu étre sous-estimée dii au fait que les lymphocytes B n'étaient pas présents dans
cette portion de lamina propria. Ceci a pu réduire la différence entre les deux méthodes
d’identification de lymphocyte. De plus, une seule biopsie par cheval a été évaluée. Outre la
faible puissance que cela donne a nos statistiques, la qualité de la biopsie a pu avoir plus
d’importance sur leur interprétation. Il est démontré, chez les chats et chiens, que plus les
biopsies sont de moindre qualité, plus le nombre observé doit étre élevé pour avoir un portrait

juste de I’histologie intestinale (47). Quatriemement, il est intuitif de penser que plus la quantité
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d'aire de lamina propria a analyser est grande, plus de cellules seront comptées et que cela
influence les comptes de cellule. Il est important de préciser que, dans notre contexte, nous
pouvons supposer que la qualité de la biopsie a un impact plus important sur les comptes de
cellules que la quantité de lamina propria analysée. En d'autres termes, une biopsie de moindre
qualité avec beaucoup de lamina propria disponible aurait plus d'impact négatif sur le compte
de cellule qu'une biopsie de petite taille avec peu de lamina propria mais de qualité adéquate.
Par exemple, si une grande quantité de lamina propria est disponible, mais que celle-ci est en
majorité axée sur les villosités, I’interprétation du nombre de cellules a compter risque d'étre
faussée si cette cellule se retrouve dans la lamina propria a la base des cryptes. Si une plus petite
biopsie avec une quantité moindre de lamina propria est analysée, mais que celle-ci est orientée
de facon idéale, I’interprétation du nombre de cellules a compter risque d'€tre plus juste que
I'exemple précédent. Comme la qualité des biopsies pour les lames a 1'immunohistochimie et
pour les lames a I'hématoxyline-éosine-phloxine-safran n'est pas similaire, nous ne pouvons pas
dire que la quantité de lamina propria a de I'influence sur les évaluations quantitatives des
lymphocytes de cette étude. Finalement, nous pouvons aussi ajouter a cette liste I'effet que
I'évaluateur a pu avoir sur les résultats de I'étude. Les cellules ont été comptées une seule fois
par le méme évaluateur, si un biais a été introduit, il a été€ introduit de la méme fagon pour toutes
les biopsies. L'expérience limitée de l'évaluateur a pu affecter a la baisse les comptes de
lymphocytes identifiés a I'nématoxyline-éosine-phloxine-safran puisqu'étant une coloration non
spécifique a ces cellules, seulement les lymphocytes qui étaient morphologiquement typiques
étaient comptés. Un second compte par un évaluateur compétent aurait pu permettre de contrer

ces biais pour obtenir des résultats plus justes.

Lorsqu’on sépare les résultats des biopsies en fonction des deux dietes, les comptes de
lymphocytes identifiés a I’immunohistochimie sont significativement plus hauts (p = 0,036) que
les comptes a 1'hématoxyline-éosine-phloxine-safran pour la seconde di¢te seulement. La
technique de prélevement de biopsie a été effectuée par une seule personne et le processus de
fixation a été fait par le département de pathologie de la faculté de médecine vétérinaire qui
procede avec une technique standard. Les biopsies des deux périodes de prélevement devraient

étre affectées de la méme fagon par ce processus. De plus, nous supposons que la di¢te n’a pas
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d’impact sur la technique immunohistochimique du tissu ; ¢’est-a-dire que I’immunohistochimie
colore de la méme fagon les biopsies de la dicte 1 et de la diete 2. La différence de significativité
observée peut donc étre principalement due a la petite taille de I’échantillon ainsi qu’a la qualité
des biopsies disponibles. Premi¢rement, la petite taille d’échantillon baisse notre puissance
statistique et affecte ainsi les résultats. Deuxieémement, les biopsies de la seconde di¢te étaient
légerement de meilleure qualité, elles pourraient donc donner un portrait plus précis de
I’évaluation des lymphocytes. Le fait que ces biopsies soient de meilleure qualité peut faire suite

au développement d'une meilleure technique par l'étudiante qui a pris les échantillons.

3. Lymphocytes

3.1.Effets de I’alimentation

Etant la cellule immunitaire la plus nombreuse de la lamina propria intestinale équine
ainsi que pour son réle clé au sein de I’'immunité adaptative, nous avons décidé d’identifier
spécifiquement les lymphocytes par immunohistochimie (13, 60). Pour répondre au second
objectif de I’étude, les lymphocytes T et B ont été identifiés séparément pour pouvoir observer
si le type d’alimentation affectait non seulement le nombre de cellules, mais aussi le type
d’immunité. La significativité du changement du ratio lymphocytes T/lymphocytes B (p =
0,026) nous confirme que la caractérisation des lymphocytes est importante pour observer
l'influence de la diete sur ces leucocytes puisque leur nombre total ne change pas. Le
changement du ratio que nous observons peut étre expliqué par le changement observé des
lymphocytes B. Effectivement, leur compte était plus bas pour 5 sur 6 juments lorsqu'elles
étaient nourries avec une diete plus riche en protéines (p = 0,055), ceci fait en sorte que le ratio
est augmenté avec la seconde diete. Pour augmenter la significativité de ce résultat, nous aurions
eu besoin de 11 individus pour une puissance de 80% et un seuil alpha de 5%. Pour les
lymphocytes T, la faible puissance due a notre petit échantillon a pu influencer les comptes de
ces cellules, il aurait fallu 44 individus avec une puissance de 80% et un seuil alpha de 5% pour
observer des changements significatifs. Ces résultats sont en contradictions avec la littérature.

Les études chez les humains et les murins démontrent qu'une di¢te riche en fibres, par
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I’intermédiaire des bactéries synthétisant des acides gras volatils, favorise une augmentation des
lymphocytes Treg, des macrophages et des cellules dendritiques de la muqueuse intestinale (5,
71). Nous aurions donc pensé observer une augmentation des lymphocytes T et, par conséquent,
un ratio lymphocytes T/lymphocytes B plus haut lorsque les juments sont nourries avec une
diete plus fibreuse. Ce qui n’est pas le cas. Une cause de cette différence avec la littérature peut
étre en lien avec un différent microbiote équin. Effectivement, puisque le microbiote peut
influencer le développement de différents types de lymphocytes, par exemple la bactérie
Bacteroides fragilis pouvant induire une réponse de type Thl (5), nous pensons que
I’alimentation fibreuse favorise des types de bactéries différents chez les chevaux que chez les
humains et murins. Une étude des cytokines ainsi qu’une caractérisation du microbiote équin
suite aux différentes dietes pourraient nous éclairer sur le type de réponse lymphocytaire qui a

lieu.

3.2.Comparaison des évaluations quantitatives

L’interprétation de la présence des leucocytes d’une biopsie intestinale équine est un défi
diagnostique puisqu’il existe peu de littérature rapportant le nombre et la proportion normale de
chaque cellule immunitaire qui se trouve dans la muqueuse intestinale saine. A notre
connaissance, la seule étude publiée rapportant des évaluations quantitatives de lymphocytes a
été faite par Packer et al. (2005) qui évalue I’histologie normale de biopsie pleine épaisseur de
jéjunum équin (13). Nos comptes de lymphocytes T et B sont plus bas que les leurs. Plusieurs
facteurs peuvent expliquer cette différence. Premi¢rement, le duodénum équin n’est peut-étre
pas représentatif de tout I'intestin gréle. L’étude de Packer et al. (2005) a étudié le jéjunum
tandis que nous avons évalué le duodénum proximal (13). Il n’y a pas d’étude équine qui
caractérise les lymphocytes selon les segments intestinaux, mais nous savons que pour I’espece
canine, les lymphocytes changent non seulement selon 1’axe crypte-villosité, mais aussi selon
le segment intestinal (13, 55). Peut-étre que 1'intestin équin comporte aussi des concentrations
de lymphocytes qui varient selon les différents segments. De plus, Boishuizen et al. (2018)
rapporte récemment des résultats suggérant qu’une biopsie duodénale n’est peut-Etre pas

suffisamment représentative de toute la longueur de ’intestin gréle puisque des chevaux ayant
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un test d'absorption au glucose anormal n’avaient pas de Iésions histologiques sur les biopsies
endoscopiques duodénales (3). Deuxiemement, 1’antigéne ciblé pour les lymphocytes B n’est
pas le méme pour les deux études. Effectivement, nous avons choisi de cibler le CD20 tandis
que 1’étude de Packer et al. (2005) cible le CD79 (13). Outre le marquage non spécifique créant
un bruit de fond assez intense selon la concentration de l'anticorps primaire et secondaire, le
CD79 se retrouve aussi sur les plasmocytes. Il faut donc discriminer visuellement les
plasmocytes des lymphocytes B colorés, ce que les auteurs ont fait. Par contre, la position de la
cellule ainsi que les variances d’antigénicité peuvent étre des facteurs pouvant surestimer leur
compte de lymphocytes. Troisiemement, comme il en a été question dans la section sur
I’immunohistochimie vs 1’hématoxyline-éosine-phloxine-safran, la perte d’antigénicité peut
aboutir en un compte de lymphocytes plus bas puisque les cellules plus faiblement marquées
n’étaient pas comptées. Pour terminer, les différents types de biopsies étudiés peuvent avoir
influencé les résultats obtenus. Effectivement, cette étude-ci utilise des biopsies endoscopiques
tandis que 1’autre étude utilise des biopsies de pleine épaisseur. Les biopsies de pleine épaisseur
sont souvent de meilleure qualité pour évaluer une muqueuse que les biopsies endoscopiques
(45). Comme nos biopsies €taient majoritairement de qualité acceptable ou inadéquate, nos

comptes peuvent donc sous-estimer le nombre réel de lymphocytes.

4. Eosinophiles

4.1.Effets de I’alimentation

Cellules inflammatoires de I’immunité innée, les éosinophiles sont en plus grand nombre
dans la muqueuse gastro-intestinale normale que dans toute autre muqueuse saine (12). Pour
répondre au second objectif, les éosinophiles de la muqueuse duodénale ont été identifiés avec
la coloration hématoxyline-éosine-phloxine-safran puisque dans ce tissu, ils sont facilement
discernables avec celle-ci (Figure 23). Selon les résultats observés, 1’alimentation n’a pas
d’impact sur le nombre d’éosinophiles. Comme aucune littérature ne rapporte de changement
en fonction de I’alimentation, nous pouvons supposer que les résultats sont en accord avec celle-

ci. Par contre, la qualité des biopsies endoscopiques a pu avoir une influence sur les évaluations
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quantitatives de cette cellule. Effectivement, les €éosinophiles de la muqueuse intestinale sont
présents en plus grand nombre dans la lamina propria des cryptes que dans celle des villosités
(12, 13). Comme plusieurs biopsies endoscopiques de qualité acceptable sont axées sur les

villosités, une variation dans le nombre de cellules comptées aurait pu étre manquée.

4.2.Comparaison des évaluations quantitatives

Deux études faites chez I’espece équine vont servir de comparaison aux évaluations
quantitatives de cette recherche-ci. La premiere est celle de Packer et al. (2005) mentionnée plus
haut et la seconde est celle de Rotting et al. (2008) qui évalue la quantité d’éosinophiles résidants
dans la muqueuse de l’estomac jusqu’au rectum sur des biopsies pleine épaisseur (12,
13). D’abord, si nous faisons abstraction de la jument 84 qui a un nombre d’€éosinophiles
beaucoup plus élevé que ce qui est rapporté dans la littérature pour le duodénum équin normal,
la moyenne des €osinophiles par aire de lamina propria est plus bas que ce qui est rapporté par
les deux études. Encore une fois, la qualité de la coupe des biopsies endoscopiques peut
expliquer cette différence de résultats. Comme la majorité de lamina propria analysée était
orientée sur les villosités, nos comptes d’éosinophiles sont probablement plus bas que ce qu’ils
devraient étre. De plus, neuf biopsies sur treize sont de qualité acceptable ou inadéquate, il aurait
probablement fallu plusieurs échantillons par jument pour avoir une meilleure estimation du
nombre de ces cellules. Ensuite, la différence de résultats entre notre étude et celle de Packer et
al. (2005) peut étre expliqué par le segment intestinal étudié (13). Effectivement, comme le
rapporte 1’étude de Rotting et al. (2008), les €osinophiles varient selon les segments intestinaux
; ils augmentent en nombre de 1’estomac vers le caecum (12). Ceci pourrait aussi expliquer que
nos comptes dans les biopsies duodénales soient plus bas que les comptes de biopsies jéjunales.
Pour terminer, la coloration a pu avoir un effet sur les évaluations quantitatives. Effectivement,
Rotting et al. (2008) ont préféré utiliser la coloration de Luna tandis que nous avons utilisé la
coloration a I'hématoxyline-éosine-phloxine-safran (12). Nous savons que chez les murins, la
coloration identifiant les é&osinophiles est importante puisqu'un éosinophile coloré a
I'hématoxyline-éosine-phloxine-safran peut avoir ’air d’un neutrophile (87). Or si ce
phénomene existait chez le cheval, nos comptes seraient plus élevés que les comptes

N

d’éosinophiles identifiés avec une coloration spécifique, ce qui n’est pas le cas. A notre
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connaissance, les éosinophiles sont facilement identifiables a 1'hématoxyline-éosine-phloxine
(Figure 23) et de plus, a notre laboratoire de pathologie, la coloration de Luna colore aussi les
grands lymphocytes granuleux, ce qui pourrait étre une source d'erreur lors du comptage
d'éosinophile. Par contre, pour démystifier I'impact des colorations sur les éosinophiles équins,
une étude comparative des différentes colorations pourrait étre utile pour savoir quel type de

coloration est mieux pour quantifier les éosinophiles.

Il est intéressant de noter que la jument 84 démontre des biopsies comportant un nombre élevé
d’éosinophiles contrairement aux autres chevaux. Un nombre élevé d'€osinophiles dans la
lamina propria de l'intestin peut faire suite a une infection parasitaire et/ou une pathologie
éosinophilique intestinale (29, 43). Les juments ont eu un traitement contre les parasites, mais
une coprologie de contrdle apres chaque dicte n'a pas été effectuée. Il est donc possible que la
jument 84 ait mal recu I'antiparasitaire ou qu'elle ait été infectée par un parasite résistant a la
médication. Les biopsies de cette jument comportaient aussi un nombre €élevé de plasmocytes.
La maladie éosinophilique multisystémique chez le cheval est histologiquement caractérisée par
une infiltration éosinophilique et lymphoplasmocytaire avec des granulomes éosinophiliques
retrouvés dans plusieurs organes (43, 91, 92). Dans la littérature, une plasmocytose avec une
éosinophilie de 1'intestin est rapportée chez I'humain et les rongeurs. Il est démontré que, dans
la muqueuse du petit intestin, les €éosinophiles sont nécessaires pour supporter la longévité des
plasmocytes sécrétant des IgA (85, 86). Une biopsie duodénale avant le début du protocole
d'alimentation aurait pu nous permettre de savoir si cette jument avait une éosinophilie et une
plasmocytose avant les périodes de changement de diete et dans le cas échéant, 1'écarter de

I'étude.

5. Mucines

5.1.Effets de I’alimentation

Les mucines, glycoprotéines majeures de la couche de mucus intestinal et sécrétées par

les cellules caliciformes, sont susceptibles aux changements alimentaires (23, 93). Pour
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répondre au troisieme objectif de 1’étude, les cellules caliciformes ont été colorées avec la
technique de I’AB PAS pour différencier le type acide ou neutre des mucines. Malgré les
nombreuses études rapportant des changements de mucines selon 1’alimentation, les résultats de
cette étude-ci rapportent que le type de mucine acide ou neutre ne change pas selon les dictes
présentées aux chevaux de 1’étude. Plusieurs facteurs peuvent expliquer ce résultat.
Premieérement, le type de fibre de chaque di¢te est peut-€tre similaire malgré leur différence en
pourcentage. Effectivement, ce n’est pas juste la quantité de fibre qui a un impact sur la santé
intestinale, mais le type de fibre qui se trouve dans 1’alimentation (12, 93). Le type de fibre de
chaque dicte n’est pas connu, mais si elles sont similaires, elles engendreront les mémes effets
sur la muqueuse intestinale. Deuxi¢émement, un changement quantitatif des cellules caliciformes
n’a pas été effectué. Comme le rapporte Montagne et al. (2003) des changements qualitatifs et
/ou quantitatifs des cellules caliciformes peuvent étre observés selon la dicte (23). Or, cette
étude-ci démontre seulement une évaluation qualitative des cellules caliciformes, un
changement quantitatif dans le nombre de ces cellules a pu avoir lieu sans avoir de variation
dans le type de mucine qu’elles sécretent. Finalement, le type de coloration n’a peut-&tre pas été
assez précis pour indiquer un changement. Effectivement, la coloration AB PAS distingue
seulement les mucines acides des mucines neutres, or il existe différents types de mucines acides
(sulfatées ou non) et celles-ci peuvent changer selon le type d’alimentation recue (23, 93). Il
aurait été intéressant de faire une coloration d’alcian bleu avec de la diamine enrichie en fer

(HID AB) qui permet la séparation visuelle des deux types de mucines acides (63).

6. Limites du protocole de I'alimentation

Le protocole de I'alimentation des juments a été suivi de facon linéaire dans le temps ;
c'est-a-dire que les juments ont d'abord recu une di¢te pour une période de temps et ensuite, elles
ont recu la seconde diete pour la méme période de temps. Un biais d'effet du temps a pu étre
introduit avec ce type de protocole puisqu'un changement, qui arrive de fagcon ponctuelle a un
moment durant l'année, a pu affecter les résultats qui provenaient d'une dic¢te seulement. Dans
notre étude, nous pouvons nommer deux facteurs qui sont arrivés de facon ponctuelle au cours

de I'étude ; la température et les traitements antiparasitaires. Tout d'abord, pour la température,
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il a été démontré chez plusieurs especes que les animaux mangent de plus grande quantité de
nourriture lorsqu'ils sont dans des environnements ou la température ambiante est plus froide
(94-96). La premicre période de diete a été offerte de mi-février jusqu'a la fin de mars et la
seconde, d'avril a mi-mai. Les juments étaient gardées a l'intérieur, mais la température pouvait
quand méme varier entre la fin de l'hiver et le printemps. Pour la premicre période de dicte, la
température plus basse a pu favoriser l'ingestion d'une plus grande quantité de foin, et par le fait
méme, de fibres. Il a été démontré chez les rongeurs et les humains que la quantité de fibres
ingérées a un impact sur I'immunité de 1'h6te (5, 23). Malheureusement, le foin était donné a
volonté et il n'était pas quantifié, la quantité de fibres ingérées n'est donc pas connue. Nous ne
pouvons donc pas établir si la température a eu un impact sur les résultats. Par la suite, les
traitements antiparasitaires sont donnés a des temps spécifiques durant I'année, le protocole de
gestion exacte des parasites n'est pas connu, mais nous pouvons supposer qu'elles ont recu un
protocole standard qui implique au moins une dose au printemps. La seconde dicte a été donnée
durant le printemps, il y a de fortes chances qu'une dose antiparasitaire ait ét€ administrée a ce
moment-la. Nous ne connaissons pas les effets des antiparasitaires sur l'intestin et il n'y a pas eu
de coprologie a la fin de chaque di¢te, nous ne pouvons donc interpréter I'impact de ceux-ci sur

nos résultats.

Pour pouvoir enlever ce biais du temps, une étude avec un protocole d'alimentation en croisé,
aurait di €tre suivi. Pour ce faire, la moitié des individus aurait suivi la di¢te 1 pendant que
l'autre moitié aurait suivi la die¢te 2 pour une période de temps. Par la suite, l'inverse doit étre
fait ; c'est-a-dire que les individus qui suivaient la diete 1 auraient été mis sur la dicte 2 et les
individus qui suivaient la di¢te 2 auraient été mis sur la di¢te 1 pour la méme période de temps.
Une coprologie a la fin de chaque période de di¢te aurait aussi été utile pour connaitre le statut

parasitaire des individus.
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Conclusion et perspectives

La présence de cellules immunitaires dans la lamina propria de 1’intestin est normale et
nécessaire puisque celui-ci est constamment exposé aux nombreux antigenes se trouvant dans
la lumiere intestinale. Cependant, un déséquilibre dans le type et/ou le nombre de ces cellules
mene au développement de certaines maladies, dont les maladies inflammatoires chroniques de
I’intestin. L interprétation des biopsies endoscopiques peut poser un défi diagnostique puisque,
entre autres, la démarcation objective entre la normalité et le dysfonctionnement immunitaire
n’est pas clairement établie pour la plupart des MICI de I’espece équine. L’étude de facteur
modifiant ’'immunité cellulaire normale de l’intestin permettra de mieux caractériser la
population leucocytaire normale et ainsi préciser cette démarcation. Ceci pourra permettre la
détection plus précoce d’un changement significatif des cellules immunitaires du duodénum et
par extrapolation, de l'intestin gréle. Une détection précoce de MICI a pour but d’offrir une
meilleure approche thérapeutique ainsi qu'un meilleur pronostic pour les patients atteints de ces
maladies. L’alimentation, un facteur de variation de I’histologie intestinale, est une partie
intégrante de 1'approche thérapeutique des MICI chez les humains et potentiellement chez les
chevaux. Dans ce contexte, il est donc pertinent de présenter la di¢te la moins immunogénique

possible.

Cette étude a permis de démontrer que la caractérisation des lymphocytes par
I'immunohistochimie permet d'observer les variations qu'engendrent deux dietes communes
chez le cheval sur ces cellules de lamina propria du duodénum. Nous avons ainsi démontré
qu’un changement de dicte fait varier le ratio de lymphocyte T/lymphocyte B sans modifier le
nombre total de lymphocytes. Par contre, le changement de di¢te ne semble ni affecter les
éosinophiles de la lamina propria ni la proportion des mucines acides et neutres du duodénum.
L’alimentation présentée aurait donc un impact sur la population de lymphocytes et
potentiellement sur le type de réponse inflammatoire que ces cellules peuvent engendrer. Ces
notions pourront aider les futures études traitant de 1'impact des facteurs de variation sur les
leucocytes intestinaux. Ces futures études seront importantes pour établir des valeurs de

références de normalité pour pouvoir détecter des changements causés par les MICI.



Plusieurs facteurs ont limité les résultats de cette étude, mais le principal élément limitant est la
petite taille de I’échantillon évalué. Effectivement, pour avoir une meilleure puissance
statistique ainsi qu une démarcation plus franche entre les groupes, il aurait fallu étudier un plus
grand nombre de biopsies et d’individus. Pour de futures études évaluant I’histologie digestive
équine a partir de biopsie duodénale, quelques validations devront €tre au préalablement
établies. Tout d’abord, il faudra valider la correspondance entre un diagnostic fait par une
biopsie endoscopique avec un diagnostic posé sur une biopsie de pleine épaisseur pour s’assurer
de linterchangeabilité¢ des deux méthodes diagnostiques. Ensuite, il faudra valider la
représentativité de I'interprétation d’une biopsie endoscopique provenant du duodénum sur
I’ensemble de D’intestin gréle. Pour terminer, il serait souhaitable de valider une échelle de
qualité pour les biopsies endoscopiques, en particulier celles provenant du duodénum, pour
déterminer le nombre de biopsies nécessaires a 1’établissement d’une interprétation objective de

I'histologie.

La recherche de I’impact de 1’alimentation sur I’immunité de 1’hdte est un sujet peu abordé en
médecine équine contrairement a la médecine humaine. Vu les conséquences potentielles de
l'alimentation sur les leucocytes et sur 1'évolution possible vers une maladie inflammatoire et/ou
allergique, nous aurions avantage a approfondir ces connaissances pour offrir une meilleure

prévention ainsi qu’un meilleur traitement a nos patients.
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Annexe I : Protocole immunohistochimique pour CD3 et

CD20

Matériel

Equipements

Incubateur 37 °C
Decloaking chamber
(Intermedico)

Bains de coloration (7)
Coplins (3)

Cylindres gradués

Pipettes automatiques 5 mL,
10 mL, 15 mL

Tubes de 10 mL (8)

Produits chimiques et biologiques

Xyleéne (534056, Sigma-
Aldrich, St-Louis, MO)
Ethanol 100%

Ethanol 95%

Ethanol 80%

Eau distillée

Eau millipore

Citrate de sodium
Peroxyde d’hydrogene 30%
(H1009, Sigma-Aldrich, St-
Louis, MO)

Sérum de cheval (S-2000,
Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA)
Chlorure de Sodium, NaCl
(Fisher, S271-2, Rockford,
IL, USA)

Chlorure de potassium, KCl

Papier doux Kimwipe * Balance

Support a lame * Pipette en
Pipettes et embouts a plastique

pipette 1000 uL, 200 * Béchers

uL, 10 ulL * Lamelles
Chambre humide * Plaque agitatrice
Entonnoir * Bouteilles 2L, 1L
Chronometre * Aimants
pH-metre

Phosphate de potassium monobasique, NaHPO4
Phosphate de sodium dibasique, Na2ZHPO4
(S3397, Sigma-Aldrich, St-Louis, MO)

Mouse monoclonal anti-CD3 (Dako, M7254,
Mississauga, ON, USA)

Rabbit polyclonal anti-CD20 (Fisher, PA5-16701,
Rockford, IL, USA)

Anticorps secondaire de cheval anti souris/lapin
couplé biotine (BA-1400, Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA)

Sérum de chevre (#053110, Multicell Wisent, St-
Bruno, QC, CAN)

Vectastain ABC Elite kit (PK-6100, Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA)
Peroxydase substrate kit AEC (SK-4200, Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA)
Hématoxyline de Mayer’s (MHS16, Sigma-
Aldrich, St-Louis, MO)

Aquamount (Fisher, 14-390-5, Rockford, IL,
USA)

Crayon hydrophobe (H-4000, Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA)
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Solutions

Saline de Phosphate tamponnée (PBS) 10X (1L)

80 g NaCl 14,4 ¢ Na2HPO4 Mettre le tout dans 1 L d’eau millipore et ajuster a un
pH de 7 avec HCI ou NaOH
2 g KCl 2.4 g KH2PO4

Tampon 10mM Citrate de Sodium 1X (1L)

2,94 g citrate de sodium Mélanger le citrate avec 900 mL d’eau millipore et

ajuster a un pH de 6 avec HCI ou NaOH. Une fois le
1000 mL d’eau millipore pH atteint, ajouter 100 mL d’eau millipore.
Protocole

Jour 1 : Exemple pour 10 lames dont S pour CD3 et 5 pour CD20.
+ Identification des lames :
« Date. # bloc. Coloration
» Les placer en incubation a 37 °C pour la nuit.
« Déparaffinage et réhydratation :
Plonger les lames dans les bains contenant les solutions. A changer 4 chaque 100
lames.
+  Xylene 5 min
« Ethanol 100% 2 min
« Ethanol 95% 2 min
« FEthanol 80% 2 min
* Mettre dans un bain d’eau distillée
3) Démasquage de I’antigéne
« CD3/CD20:
« Utiliser le Decloaking chamber.
o 45 mL eau distillée + 5 mL de citrate 10X pour un coplin. (x2
pour 10 lames)
o Mettre 3 coplins (eau distillée dans ceux sans lames pour
balancer)
Mettre 500 mL d’eau au fond et fermer le couvercle
Mettre ON, peser sur display set jusqu’a ce que SP1 s’allume
Peser START et fleche par en bas.
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o Une fois température atteinte, peser sur START (la lumiere SP2
s’allume) attendre que ¢a sonne et repeser sur START.
* Une fois les lames refroidies, vider les coplins et mettre du PBS pour
rincer et vider rapidement. Remettre du PBS et laisser tremper 15 min.
Prendre le temps de délimiter les biopsies avec le crayon hydrophobe.
4) Blocage peroxydase endogene :
Cette étape peut se faire durant ’incubation mais il faut boucher I’éprouvette.
* Mettre 1 mL de peroxyde 30% dans 9 uL eau distillée, mélanger.
» Essuyer le dessous et au pourtour des lames avec un Kimwipe
« Pipetter 200 uL de la solution sur chaque lame. Partir le chronometre
des la lere lame pour 5 min.
« Apres 5 min, mettre dans un bain de PBS, vider rapidement et remettre
du PBS pour 5 min.
5) Blocage avec sérum de cheval :
Calculer environ 200 uL par lames. Dilution de 1:20
* 1900 uL de PBS + 100 uL de sérum de cheval normal, mélanger.
«  Egoutter la lame, essuyer au pourtour et en dessous avec des Kimwipes
*  Mettre 200 uL et bien recouvrir, incuber a plat a 25 °C pour 30 min.
6) Anticorps primaire :
Dilution de 1:200 pour CD3 et de 1:400 pour CD20. 200 uL pour bien recouvrir la lame.
Pour le contréle négatif -> utiliser le sérum de cheévre selon la dilution de 1’anticorps

choisi.

e 4 uL de CD3 + 796 uL de PBS (1 uL sérum de chevre + 199 ul PBS)

e 2 uL de CD20 + 798 uL de PBS (0,5 uL sérum de chévre + 199.,5 ul
PBS)

« Egoutter, essuyer au pourtour et en dessous de la lame avec un
Kimwipe

»  Mettre I’anticorps dilué et incuber a plat dans une chambre humide
toute la nuit a 4 °C

Jour 2

7) Anticorps secondaire :
200 pL par lames, il faut une dilution 1:200 pour anticorps secondaire de cheval anti
souris/lapin couplé biotine pour les lames CD3 et une dilution de 1:400 pour les lames
CD20.
* 995 uL de PBS + 5 pL d’anticorps, mélanger pour CD3.
* 9975 uL de PBS + 2.5 ul d’anticorps, mélanger pour CD20.
« Egoutter, essuyer au pourtour et en dessous de la lame avec un
Kimwipe
* Mettre la solution avec I’anticorps secondaire et incuber a plat a 25 °C
dans chambre humide pour 30 min.
8) Réactif ABC :
Pour 30 lames. Préparation au moins 30 min a I’avance
* Mettre 5 mL de PBS dans éprouvette
« Ajout de 2 gouttes du réactif A
* Ajout de 2 gouttes du réactif B
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9) Réactif AEC :

Mélanger.

Une fois I’incubation terminée, mettre dans un bain de PBS, vider
rapidement et remettre du PBS pour 5 min.

Egoutter, essuyer au pourtour et en dessous de la lame avec un
Kimwipe

Couvrir avec le réactif et incuber a plat a 25 °C dans chambre humide
pour 30 min.

NE PAS PREPARER PLUS QUE 5 MIN A L’AVANCE. AEC cancérigéne -> jeter

proprement.

Une fois I’incubation terminée, mettre dans un bain avec du PBS, vider
rapidement et remettre du PBS pour 5 min.

5 mL d’eau distillée dans une éprouvette + 2 gouttes de buffer

3 gouttes AEC

2 gouttes de peroxyde et mélanger.

Egoutter, essuyer au pourtour et en dessous de la lame avec un
Kimwipe

Couvrir avec le réactif et incuber a plat a 25 °C dans la chambre humide
pour 15 min.

10) Contre-coloration Hématoxyline de Mayer’s et montage :

1.

2.
3.

91

Egoutter les lames et les déposer sur un support a lame au dessus d’un
évier

Rincer a I’eau distillée pendant 2-3 min.

Enlever I’eau de deux lames a la fois et couvrir les lames de colorant
pendant 25 secondes.

Rincer a I’eau distillée et mettre dans un bain d’eau distillée pendant 10
min.

Réchauffer I’Aquamount pendant ce temps dans de 1’eau chaude.

Apres incubation, égoutter, essuyer au pourtour et en dessous de la lame
avec un Kimwipe

. Mettre 2 gouttes d’ Aquamount et déposer une lamelle
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Equipements

Plaque agitatrice

Annexe II : Protocole Hématoxyline-éosine-phloxine-safran

Matériel

Balance *  Bouteilles 1 L, 500 mL
Bains de coloration e Lamelles

Cylindres gradués * Seéche-lame

Aimant *  Support a lame
Béchers e Filtre Whatman

Produits chimiques

Acide acétique glaciale (Fisher,

Xylene (534056, Sigma-Aldrich, St-Louis, MO)

A38-212) « Ethanol 100%
Eau distillée « Ethanol 95%
Acide chlorhydrique +  Ethanol 80%

Carbonate de lithium

Acide périodique (EMS, 19325)
Eosine Y

Phloxine B

Réactif de Schiff (3952016, Sigma-Aldrich, St-
Louis, MO)

Colle Micromount (Leica Biosystems,
Richmond, IL, USA)

Solution Safran Gatinais

Solutions

Solution alcool chlorhydrique 1%

990 mL d’éthanol 100%
10 mL de HCI

Mélanger les deux ingrédients ensemble.

Carbonate de lithium

15 g Carbonate de lithium
1000 mL d’eau distillée

Meélanger sur la plaque agitatrice et filtrer avec un filtre Whatman.

Kosine 1%
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10 g éosine Y Mettre un aimant et mélanger sur la plaque agitatrice.
1000 mL d’eau distillée

Phloxine 1%

1 g phloxine B Mettre un aimant et mélanger sur la plaque agitatrice.
100 mL d’eau distillée

Safran

225 mL Safran Mélanger.
700 mL d’éthanol 100%

Eosine-Phloxine

100 mL d’éosine 1% Mélanger les 3 premiers et ajouter acide acétique glaciale
10 mL de phloxine 1%

780 mL d’éthanol 75%

4 mL d’acide acétique glaciale

Coloration HEPS

1. Déparaffinage :
Plonger les lames dans les bains contenant les solutions
*  Xylene 10 min
« Ethanol 100% 2 min
 Ethanol95% 2 min
 FEthanol 80% 2 min
* Mettre dans I’eau distillée 2 min
2) Coloration : Colorer avec hématoxyline de Harris 6 min.
3) Lavage : Laver a I’eau 10 trempettes.
4) Acide chlorhydrique : 4 trempettes de 2 secondes.
5) Lavage : Laver a I’eau courante 10 trempettes.
6) Carbonate de lithium : 20 secondes
7) Lavage : Laver les lames a I’eau 10 trempettes.
8) Ethanol 70% : Bain pendant 1 min 30 secondes
9) Eosine-Phloxine : Bain pendant 4 min 30 secondes
10) Déshydrater : Plonger les lames dans des bains
 Ethanol 95% 2 min
« Ethanol 95% 2 min
«  Ethanol 100% 2 min
* Safran : 4 min
« Ethanol 100% 2 min
e Xylene final 5 min
9) Monter les lames avec la colle Micromount et mettre dans le séche-lame.
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Annexe III : Protocole de coloration AB PAS

Matériel

Equipements

Plaque agitatrice
Balance

pH-metre

Bains de coloration (11)
Cylindres gradués
Aimant

Béchers

Produits chimiques

Acide acétique glaciale (Fisher, A38-
212, Rockford, IL, USA)

Eau distillée

Bleu alcian 8GX

Thymol en cristaux (T0501. Sigma-
Aldrich, St-Louis, MO)

Acide périodique (EMS, 19325)

Pipette automatique de 5 mL
Bouteilles 1 L, 500 mL
Lamelles

Séche-lame

Support a lame

Filtre Whatman

Xylene (534056, Sigma-Aldrich, St-
Louis, MO)

Ethanol 100%

Ethanol 95%

Ethanol 80%

Réactif de Schiff (3952016, Sigma-
Aldrich, St-Louis, MO)

» Colle Micromount (Leica Biosystems,
Richmond, IL, USA)

Solutions

Eau acétifiée 3%

4,5 mL acide acétique
150 mL d’eau distillée

Meélanger les deux ingrédients ensemble.

Solution Alcian Bleu

1 g Alcian Bleu 8GX
100 mL d’eau acétifiée
15 mg thymol en cristaux

Mettre 1 g d’alcian bleu 8GX avec 100 mL eau acétifiée.
Ajouter 15 mg de thymol en cristaux. Ajuster le pH a 2,5
avec de ’acide acétique 3%. Mélanger et filtrer avec un
filtre Whatman. Mettre la solution au frigo.

Solution acide périodique 1%
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5 g acide périodique Mélanger I’acide périodique a I’eau distillée. Mettre un
500 mL d’eau distillée aimant et mélanger sur la plaque agitatrice.

Protocole

« Déparaffinage :
Plonger les lames dans les bains contenant les solutions
+  Xylene 10 min
«  Ethanol 100% 2 min
+ Ethanol 95% 2 min
+ Ethanol 80% 2 min
* Mettre dans I’eau distillée 2 min
2) Coloration : Colorer dans la solution Alcian Bleu 30 min.
3) Lavage : Laver a I’eau courante pendant 5 min.
4) Acide : Placer les lames dans 1’acide périodique 1% pendant 10 min.
5) Lavage : Laver a I’eau courante pendant 5 min.
6) Acide : Mettre les lames sur un support et recouvrir de réactif de Schiff du frigo
pendant 10 min.
7) Lavage : Laver les lames a I’eau courante pendant 10 min.
8) Déshydrater : Plonger les lames dans des bains
« Ethanol 95% 2 min
« Ethanol 95% 2 min
«  Ethanol 100% 2 min
« Ethanol 100% 2 min
+ Xylene final 5 min
9) Monter les lames avec la colle Micromount et mettre dans le séche-la
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Annexe IV : Score de qualité des biopsies endoscopiques

Tableau V. Score de qualité donnée a chaque biopsie endoscopique

Numéro de la jument Diéte CD3 CD20 HEPS

84 1 2.a 2.a 2.a

2 la l.a 2.a

87 1 3 la 2.a

2 2.a 2.a 2.a

323 1 2.a 2.a 2.a
2 2.a la 3

325 1 3 2.a la
2 2.a 3 3
328 1 3 3 3
2 2.a la 3

329 1 la 2.a la

2 2.a 3 2b

324 1 la 2.a 2c¢
2 - - .

CD3 = Les scores donnés aux biopsies marquées par le CD3.
CD20 = Les scores donnés aux biopsies marquées par le CD20.
HEPS =Les scores donnés aux biopsies colorées a
I'hématoxyline-éosine-phloxine-safran.
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Annexe V : Comptes exacts des lymphocytes T, B et

éosinophiles.

Tableau VI. Evaluations quantitatives des lymphocytes T de la lamina propria de
biopsie endoscopique duodénale de chevaux sains pour les deux dietes.

Comptes de lymphocytes T

(LT/10 000 pm?)
Numéro de la jument Diete 1 Diete 2
84 11,33 14,07
87 9,34 12,33
323 797 9,83
325 6,18 4.86
328 10,48 6,72
329 591 17,52
324 9,70 -
Moyenne 8,70 10,89
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Tableau VII. Evaluations quantitatives des lymphocytes B de la lamina propria de
biopsie endoscopique duodénale de chevaux sains pour les deux dietes.

Comptes de lymphocytes B

(LB/10 000 um?)
Numéro de la jument Diete 1 Diete 2
84 7,04 3,15
87 11,70 7,56
323 485 2,24
325 540 745
328 10,29 301
329 7,06 534
324 7,85 -
Moyenne 7,74 479
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Tableau VIII. Evaluations quantitatives des éosinophiles de la lamina propria de
biopsie endoscopique duodénale de chevaux sains pour les deux dietes.

Comptes d’éosinophiles

(éosinophiles/mm?)
Numéro de la jument Diete 1 Diete 2
84 601,63 316,38
87 30,98 43,64
323 33,11 10,13
325 0 18,07
328 3,67 501
329 0 36,92
324 2,21 -
Moyenne 95,94 71,69
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