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PREAMBULE 

 

L’importance médicale et économique des maladies vectorielles est à souligner tant en 

médecine vétérinaire qu’en santé humaine. L’épidémiologie de ces maladies n’est pas figée, 

mais sujette à variations, évolutions, au grès du temps et de nombreux facteurs, si bien que 

certaines sont aujourd’hui qualifiées d’émergentes, ou plutôt réémergentes. 

 

Traditionnellement à l’origine de graves maladies en régions tropicales et semi-

tropicales, ces maladies sont de plus en plus décrites en régions tempérées et dans les 

environnements urbains. Par ailleurs, les animaux infectés qui développent des maladies sub-

cliniques peuvent se révéler des réservoirs d’agents pathogènes d’autant plus préoccupant que 

certains agents sont zoonotiques. Parmi les agents affectant le chien, c’est le cas d’Ehrlichia 

chaffeensis, Ehrlichia ewingii, Rickettsia conorii, Anaplasma phagocytophilum, ou encore 

Ehrlichia canis, même si l’ehrlichiose monocytaire humaine à Ehrlichia canis n’a été 

diagnostiquée qu’exceptionnellement [79]. 

 

La connaissance de la pathogénie d’Ehrlichia canis, agent étiologique de l’ehrlichiose 

monocytaire canine, de la réponse immunitaire à cette infection et des mécanismes 

d’échappement de la bactérie au système de défense de l’hôte pourront permettre de mieux 

appréhender cette maladie et de mettre en place des mesures prophylactiques adéquates.  

 

Notre étude expérimentale, menée en collaboration entre le Service de Santé des 

Armées et la société Mérial,  se propose de poursuivre des travaux menés depuis 1989 sur la 

souche Borgo 89 d’Ehrlichia canis, en analysant, plus particulièrement la réponse immune 

induite lors de la phase aiguë de l’infection.  
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1.  INTRODUCTION 

1.1 Rappels sur l’ehrlichiose monocytaire canine 

L’ehrlichiose monocytaire canine (EMC) est une maladie infectieuse causée par une 

bactérie Gram -, intracellulaire obligatoire, ayant un tropisme particulier pour les monocytes 

et les macrophages : Ehrlichia canis (cf. Figure 1) [54].  

 

 

 
 

Figure 1 : Morula d'Ehrlichia canis dans un monocyte canin (x100 -  coloration MGG) 
[cliché : B. DAVOUST] 

 

 

1.1.1 Etiologie 

L’agent infectieux E. canis a été découvert sur des chiens à Alger, en 1935, par 

DONATIEN et LESTOQUARD [32]. Ces deux chercheurs le mirent en évidence, aussi, en 

1937 à Marseille et Montpellier. 

 

L’espèce E. canis appartient, selon la classification du NCBI Taxonomy Browser, au 

genre Ehrlichia, de la famille des Anaplasmataceae dans l’ordre des Rickettsiales.  

 

Le cycle de développement d’E. canis comporte trois stades de développement : le 

corps élémentaire, le corps initial et la morula [75]. Les morulae sont observables au pic de la 

maladie, en microscopie optique, après leucoconcentration [23, 73]. En 5 à 7 jours, les 

morulae sont séparées du cytoplasme par des vacuoles, et les corps élémentaires sont libérés 

par l’éclatement du monocyte [23]. 
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E. canis ne se développe pas sur des milieux de culture usuels. La culture de l’agent 

pathogène s’effectue sur des monocytes du sang périphérique de chien et sur des lignées 

cellulaires particulières [23, 75]. 

 

1.1.2 Mode de transmission 

La tique vectrice est Rhipicephalus sanguineus. Elle est très répandue dans le monde. 

Son cycle est trixène, mais les trois hôtes sont généralement de la même espèce : le chien. 

 

C’est une tique endo-exophile, fréquemment rencontrée dans les chenils, aux abords 

des niches et dans les lieux à forte concentration canine. 

 

E. canis se développe dans les cellules des glandes salivaires et de l’intestin moyen de 

la tique. La transmission trans-ovarienne n’a pas été mise en évidence. 

 

Le passage de l’infection d’un chien à un autre est directement tributaire de la 

présence du vecteur, qui peut également transmettre d’autres agents infectieux, parfois 

concomitamment à E. canis, comme Babesia spp., Hepatozoon canis, ou Mycoplasma spp. 

[21].  

 

1.1.3 Epidémiologie 

La distribution géographique de la maladie est calquée sur celle du vecteur (entre 50° 

de latitude Nord et 35° de latitude Sud). 

 

L’EMC sévit dans les pays du pourtour méditerranéen, en Afrique, en Asie du Sud-Est 

et sur le continent américain. En France, les cas autochtones d’ehrlichiose sont surtout 

constatés en région méditerranéenne [23]. 

 

Dans les régions tempérées, la maladie s’observe du printemps à l’automne, période 

où l’activité du vecteur est maximale. Cependant, on peut rencontrer des cas toute l’année, 

l’affection passant souvent à la chronicité [23]. 

.   
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1.1.4 Tableau clinique 

La période d’incubation de la maladie est de 8 à 20 jours. La phase aiguë dure 2 à 4 

semaines. L’agent pathogène se multiplie dans les cellules mononuclées du sang et dans les 

organes contenant des cellules phagocytaires, en particulier la rate, le foie, et les nœuds 

lymphatiques. 

 

La phase aiguë de la maladie est caractérisée surtout par une hyperthermie brutale 

(39,5°C à 41,5°C), une anorexie, une perte de poids et de l’asthénie. En parallèle, une 

thrombopénie est très fréquemment observée. On note aussi souvent une leucopénie parfois 

suivie d’une hyperleucocytose. L’anémie n’est pas systématique. 

 

Les examens biochimiques montrent une augmentation des β-globulines, des 

transaminases (AlAT) et des phosphatases alcalines (PAl). Ils indiquent que l’infection aiguë 

est à l’origine d’une atteinte hépatique inflammatoire. 

 

L’électrophorèse des protéines met en évidence une hypoalbuminémie et surtout une 

augmentation progressive des γ-globulines [23]. 

 

Après la phase aiguë, parfois mortelle, les symptômes s’atténuent même en l’absence 

de traitement, et l’animal passe en phase subclinique. Celle-ci peut évoluer en phase 

chronique asymptomatique si les défenses immunitaires du chien sont suffisantes, ou en une 

nouvelle phase aiguë dans le cas contraire [23]. 

 

1.1.5 Traitement  

L’efficacité thérapeutique de la doxycycline administrée per os à la dose de 

10 mg/kg/jour pendant 28 jours est démontrée [23, 71]. La doxycycline est une tétracycline 

liposoluble qui atteint rapidement un pic plasmatique et tissulaire élevé, ainsi qu’une 

concentration cellulaire rapide [87].  

 

D’autres molécules ont été utilisées comme l’oxytétracycline, les quinolones ou 

l’imidocarb. 

 

Dans les cas graves d’ehrlichiose, le pronostic est réservé malgré le traitement [23]. 
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1.1.6 Prophylaxie  

En l’absence de vaccin, la principale mesure de prophylaxie, disponible pour le 

propriétaire de chien, est l’utilisation régulière d’acaricides à effet permanent, afin de lutter 

contre les tiques vectrices [27]. 

 

1.2 Epidémiologie dans les chenils militaires 

L’ehrlichiose monocytaire canine revêt au sein des effectifs canins des armées une 

importance opérationnelle (pertes et indisponibilités) [26]. 

 

1.2.1 Prévalence 

Déjà en 1953, des vétérinaires militaires français étudièrent un syndrome 

hémorragique thrombotique thrombocytopénique qui décimait les effectifs de chiens 

militaires stationnés en Tunisie [16]. 

 

Dans les années 1980, une épizootie d’EMC est survenue dans un chenil militaire de 

Corse, suite au retour d’un chien de Dakar (Sénégal), région d’enzootie [26]. En trois ans, 12 

cas mortels avaient été observés dans le chenil militaire français de Dakar [26].  

 

En France, des cas autochtones d’EMC ont été mis en évidence dans les chenils 

militaires situés en Corse, dans les Bouches-du-Rhône, dans le Var ainsi qu’en Guyane 

française et sur l’Ile de la Réunion [DAVOUST, communication personnelle]. 

 

1.2.2 Chimioprophylaxie et lutte anti-vectorielle 

L’utilisation d’antiparasitaire externe pour la lutte antivectorielle et la mise en place 

d’une chimioprophylaxie à base de doxycycline ont permis de réduire considérablement les 

cas cliniques d’EMC dans les effectifs canins militaires, stationnés en zone d’enzootie [25, 

27]. La dose administrée est de 100 mg de doxycycline, per os, par jour. 
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1.2.3 Epidémiosurveillance  

La surveillance sérologique des chiens permet d’adapter les mesures prophylactiques 

aux faits épidémiologiques [26]. Cette surveillance est réalisée périodiquement à l’aide d’un 

suivi sérologique (immunofluorescence indirecte). 

 

Ainsi, en 1983, 38% des chiens du chenil de Solenzara (Corse) et 35% des chiens de 

celui d’Istres (Bouches-du-Rhône) étaient séropositifs [26]. Vingt ans plus tard, la 

séroprévalence dans les mêmes chenils avait nettement diminué, passant à 5% de séropositifs 

en Corse et à 4% dans les Bouches-du-Rhône [DAVOUST, communication personnelle]. 

 

L’EMC représente donc un risque infectieux pour les chiens militaires vivant dans le 

Sud-Est méditerranéen ainsi que pour les chiens séjournant en missions de courte durée dans 

des régions d’enzootie, particulièrement en Afrique. 

 

Le protocole de chimioprévention (doxycycline) appliqué dans les zones à risques est 

associé aux traitements préventifs acaricides. Depuis peu, les services vétérinaires de l’armée 

américaine ont également adopté cette chimioprévention à base de doxycycline [12]. 

 

1.3 Objectifs de l’étude 

1.3.1 Etude du pouvoir pathogène de la souche 

Plusieurs passages sur chiens ont déjà été réalisés avec la souche d’E. canis Borgo 89 

[55]. Dans la très grande majorité des cas, les chiens infectés ont déclaré une ehrlichiose 

aiguë. Dans cette étude, trois passages consécutifs sur chiens doivent permettre de confirmer 

la pathogénicité de la souche d’E. canis Borgo 89. 

 

1.3.2 Suivi de la réponse immune induite par la souche d’Ehrlichia canis  

Borgo 89 

L’étude expérimentale de la souche d’Ehrlichia canis Borgo 89 a pour objectif de 

poursuivre les premières études déjà menées sur cette souche depuis 1989 [30, 55]. Le suivi 

des chiens infectés expérimentalement doit permettre d’étudier la réponse immune grâce à la 

mise en place d’un nouveau test (Spot test).    
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1.3.3 Evaluation de différents protocoles de traitement 

Un traitement à la doxycycline, complémenté par une molécule à visée 

immunomodulatrice, est comparé au traitement à la doxycycline seule. 
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2.  MATERIELS ET METHODES 

2.1 Matériels 

2.1.1 Les chiens 

L’étude a été menée sur cinq chiens provenant tous du Centre d’élevage du domaine 

des souches (Mézille, France). Trois ont été suivis à l’Ecole Nationale Vétérinaire de Lyon 

(ENVL) : chiens A, B et C, et deux (chiens D et E) au Centre de recherche de Mérial à Saint-

Vulbas dans l’Ain. 

 

Trois femelles Beagle (chiens A, B, et C), de dix mois, ont été suivies à l’ENVL. A 

leur arrivée au chenil, les chiens pesaient entre 12 et 14 kg. Ils ont été placés dans trois boxes 

individuels, directement ouverts sur le milieu extérieur. Deux jours après leur arrivée, ils ont 

été vaccinés à l’aide des vaccins Tetradog® (Mérial) et Leptodog® (Mérial). Neuf jours après 

leur entrée, ils étaient vermifugés à l’aide de Drontal® P (Bayer Pharma). Les trois chiens 

sont restés en phase d’adaptation pendant 15 jours. Tous les jours, ils étaient en contact avec 

le manipulateur et les animaliers, afin de les habituer au mieux au contact avec ceux-ci. Ils ont 

été nourris, tout au long du protocole, avec des aliments secs industriels. 

 

Les deux autres chiens (chiens D et E) étaient des croisés Golden Retriever – 

Labrador, mâles, de 8 ans. A leur arrivée, ils pesaient respectivement 39 et 44 kg. Ils 

cohabitaient dans un chenil fermé sur le milieu extérieur, contrairement aux trois autres 

chiens. Ils étaient vaccinés contre la maladie de Carré, l’hépatite de Rubarth, la leptospirose et 

la parvovirose (Tetradog®, Mérial, et Leptodog®, Mérial). Ils ont reçu tous les ans, jusqu’à 

l’âge de 7 ans, une injection unique d’ivermectine. Avant leur arrivée, ils ont été vermifugés à 

l’aide de fébantel. 

 

Les expérimentations pratiquées à l’ENVL et au Centre de recherche de Mérial ont été 

mises en œuvre selon un protocole validé par des comités d’éthique ad hoc. Elles se sont 

déroulées conformément à la réglementation en vigueur et aux bonnes pratiques de 

laboratoire.  
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2.1.2 La souche d’Ehrlichia canis Borgo 89 

Cette souche d’Ehrlichia canis a été isolée en octobre 1989, par DAVOUST et 

PARZY, chez un chien Berger belge malinois (ROBY), mâle, âgé de 5 ans, atteint d’une 

ehrlichiose chronique, dans le chenil militaire du camp de Borgo, au sud de la ville de Bastia, 

sur les bords de l’étang de Biguglia, en Haute-Corse.  

 

Cet effectif canin a connu un épisode d’épizootie ehrlichienne durant l’été 1988. 

Celui-ci a été enrayé par la mise en place précoce du traitement, mais l’épisode s’est 

renouvelé l’année suivante. En effet, en mai 1989, des chiens de ce chenil ont présenté un 

tableau clinique d’ehrlichiose aiguë [24]. 

 

Ainsi, le chien princeps ROBY a présenté en juin 1989 un épisode d’abattement, 

d’anorexie et d’hyperthermie à 40.5°C, associé à une uvéite bilatérale. Il a reçu un traitement 

à base de doxycycline (Ronaxan®, Mérial) à la posologie de 10 mg/kg pendant 10 jours. Son 

état général s’est alors rapidement amélioré à l’exception de l’atteinte oculaire. 

 

En septembre, un bilan sanguin a été réalisé montrant une pancytopénie avec  

leucopénie (1,5.109 leucocytes/L), une anémie non régénérative (hémoglobine : 10,2 g/dL, 

hématocrite : 31 %), une thrombopénie (6.109 thrombocytes/L), une hyperprotéinémie à 101 

g/L de protéines sériques, avec un rapport albumine/globulines de 0,41, liée à une 

hyperglobulinémie (pic gamma : 32%). L’examen de l’urine mettait en évidence une 

protéinurie (++) et des traces d’hémoglobine. La sérologie ehrlichiose était positive au 1/1600 

en immunofluorescence indirecte (IFI) [30].  

 

Sur ce chien présentant les signes biologiques de l’ehrlichiose, l’isolement de l’agent 

infectieux a été réalisé à partir de 20 mL de sang recueillis par ponction de la veine céphalique 

de l’avant-bras. Des leucoconcentrés porteurs de l’agent pathogène ont été conservés depuis 

dans l’azote liquide. 

 

La constitution des paillettes a nécessité la centrifugation du sang à 2000 tours/min 

pendant 10 minutes. Celui-ci a été ensuite récupéré sur Ficoll, puis les leucoconcentrés ont 

subi deux lavages sur milieu 199. Du sérum de veau fœtal (20%) a été ajouté. L’échantillon 
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contenait 107 à 108 globules blancs. La congélation a été ensuite réalisée avec 7,5% de DMSO 

en concentration finale. 

Des études d’inoculations expérimentales ont été réalisées depuis : en 1989, 1990, 

1993, 1995, 2001, et notre étude en 2003. 

 

2.1.3 Les traitements 

Les traitements qui ont été utilisés étaient les suivants : 

– la doxycycline (Ronaxan®, Mérial) ; 

– un immunomodulateur (Glisodin® 250 IU capsule, Isocell Nutra SAS, Paris, 

France) à base de superoxyde dismutase (SOD). Il s’agit d’une enzyme, 

produite naturellement par l’organisme, capable de protéger les cellules et les 

tissus contre l’anion superoxyde. La SOD convertit cet anion en peroxyde 

d’hydrogène, rapidement catabolisé en eau. Une supplémentation en SOD 

devrait donc, théoriquement, aider l’organisme à lutter contre le stress oxydatif 

et les maladies qui lui sont associées. Des études animales ont permis de 

démontrer les propriétés antioxydantes de la SOD, ses propriétés anti-

inflammatoires et ses propriétés immunomodulatrices [67]. 

  

2.2 Méthodes 

2.2.1 Inoculations 

Quinze jours après son arrivée au chenil, le chien A reçoit, par voie intra-veineuse 

(IV), deux ampoules de cellules mononucléées infectées de sang périphérique 

(leucoconcentrés). La première ampoule contient un leucoconcentré du chien princeps ROBY. 

La seconde ampoule contient un leucoconcentré du premier chien ayant été infecté 

expérimentalement avec la souche isolée à partir du chien ROBY. Le chien A est inoculé à 

l’aide des deux paillettes diluées dans du sérum physiologique. 

 

A l’acmé de la maladie du chien A (pic de température et thrombopénie), deux fois 5 

mL de sang sont prélevés et injectés par voie IV aux chiens B et C. 

 

Le chien D est inoculé avec du sang prélevé sur le chien A à l’acmé de la maladie. Le 

chien E est inoculé avec du sang du chien D, prélevé dès que sa numération plaquettaire est 

devenue inférieure à 50 000 plaquettes/mm3. 
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2.2.2 Suivi clinique et prélèvements 

2.2.2.1 Suivi clinique 

Afin de décider de la date à laquelle il faut prélever le chien A pour inoculer les chiens 

B et C, un suivi clinique quotidien est réalisé sur le chien A, ainsi qu’une courbe de 

température. Le suivi est d’abord réalisé une fois par jour, puis toutes les 2 heures (de 8h à 

22h) à l’approche du pic d’hyperthermie théorique (J14). A JA12, on décide de prélever le 

chien A afin d’inoculer les chiens B et C et de conserver du sang infectieux pour de futurs 

essais (mise en culture).  

 

De même, un suivi quotidien et une courbe de température sont réalisés pour les 

chiens B et C afin de déterminer le pic d’hyperthermie et ainsi recueillir du sang infectieux. 

 

Les chiens D et E ne font pas l’objet d’un suivi aussi continu. La température rectale 

n’est prise que si une asthénie ou une anorexie sont observées. 

 

2.2.2.2 Prélèvements sanguins 

Tous les prélèvements sanguins sur les chiens A, B et C, sont réalisés à la veine 

jugulaire après désinfection locale à l’alcool-éther. Chaque tube utilisé a une contenance de 

5 mL. 

 

Des tubes secs sont utilisés pour extraire les sérums destinés à la sérologie par 

immunofluorescence indirecte et aux électrophorèses des protéines sériques. Des tubes 

héparinés permettent de recueillir les prélèvements sanguins en vue des analyses 

biochimiques. Des tubes EDTA sont remplis pour les numérations formules sanguines, 

réalisées dans la journée. Enfin des prélèvements sur tubes citratés servent à la réalisation de 

tests de Coombs direct et à la numération des sous-populations lymphocytaires. 

 

Les chiens D et E ont été prélevés à JD,E0, JD,E10, JD,E13 et JD,E17, de manière à mettre 

en évidence la thrombopénie. Des prélèvements quotidiens à partir de JD,E18 sont prévus si 

aucune modification hématologique n’est observée jusque là.  

 

Le calendrier des prélèvements des chiens A, B et C est représenté en Figure 2. 
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Figure 2 : Calendrier des prélèvements effectués sur les trois chiens A, B et C au cours de notre étude 
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2.2.3 Analyses biologiques 

2.2.3.1 Hémathologie 

Pour chaque prélèvement sur tube EDTA, un hémogramme rouge, un hémogramme 

blanc et une numération plaquettaire sont réalisés. Chaque tube EDTA est centrifugé, les 

plasmas et les culots étant identifiés, datés puis congelés à -20°C. 

 

La numération est réalisée au Laboratoire d’hématologie de l’ENVL à l’aide d’un 

automate (Vet ABC) et contrôlé par lecture optique d’un frottis sanguin coloré au May-

Grümwald-Giemsa.  

 

Les analyses hématologiques des chiens D et E sont réalisées en interne dans les 

laboratoires Mérial. 

 

2.2.3.2 Biochimie sanguine 

Tous les plasmas destinés aux analyses biochimiques sont identifiés, datés et 

conservés à -20°C avant d’être envoyés à l’Hôpital d’Instruction des Armées (HIA) 

Desgenettes à Lyon où ils sont analysés au Laboratoire de biochimie, toxicologie et 

pharmacologie cliniques.  

 

Pour chaque échantillon, on mesure : les phosphatases alcalines (PAl), l’alanine-

aminotransférase (AlAT), l’aspartate-aminotransférase (AsAT), les gamma-glutamyl-

transférase (gamma GT), l’urée et la créatinine plasmatiques. Les valeurs usuelles sont ensuite 

réadaptées à l’espèce canine afin d’interpréter les résultats. Les analyses sont réalisées grâce à 

un analyseur COBAS INTEGRA 800 (Roche Diagnostics®). 

 

De même des électrophorèses des protéines sont réalisées au Laboratoire de biochimie, 

toxicologie et pharmacologie cliniques de l’HIA Desgenettes. Les échantillons sont analysés 

par électrophorèse sur gel d’agarose (pH 9,2) grâce à un analyseur semi-automatisé 

(HYDRASYS®, SEBIA). Ces analyses permettent la mesure de la protéinémie totale, de 

l’albuminémie, et mettent en évidence l’importance des différentes fractions alpha 1, alpha 2, 

bêta et gamma. L’étude de la protéine C réactive n’est pas envisagée. 
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2.2.3.3 Immunologie 

2.2.3.3.1 Anticorps anti-Ehrlichia canis 

2.2.3.3.1.1 Immunofluorescence indirecte 

Des aliquots de sérums sont également conservés à -20°C pour la réalisation de la 

sérologie spécifique. Un certain nombre d’entre eux sont choisis, faute de pouvoir demander 

la réalisation d’un trop grand nombre d’analyses. Le choix est fait de manière à avoir une ou 

plusieurs mesures à chaque étape de l’évolution de l’infection. Les échantillons sont ensuite 

envoyés à l’Institut de Médecine Tropicale du Service de Santé des Armées (IMTSSA) à 

Marseille. Sur chaque échantillon, une sérologie Ehrlichia canis est réalisée par la technique 

d’immunofluorescence indirecte (IFI) (cf. Figures 3, 4 et 5). 

 

 

− Peser 250 mg d’albumine (BSA : albumine sérique d’originie bovine) dans un tube stérile 

− Dissoudre dans 50 mL de Phosphate Buffered Saline (PBS, tampon 7.4 sans calcium ni magnésium : 1 

sachet lyophilisé de PBS 10 mM dans 1 L d’eau pure) ; 

− Filtrer sur 0,22 µ ; 

− Faire 2 lavages de la suspension cellulaire pour éliminer le formol de conservation avec le mélange PBS-

BSA ; 

− Reprendre 3 mL (soit 3 ampoules) de suspension cellulaire dans 10 mL de PBS-BSA ; 

− Centrifuger à 1500 tpm pendant 10 minutes ; 

− Oter le surnageant ; 

− Dissocier très consciencieusement le culot à la pointe pour éviter les agrégats cellulaires ; 

− Ajuster la suspension cellulaire à 106 cellules/mL, par dilution au ½ en PBS-BSA (cette numération suffit à 

des plots interprétables, elle provient de constations empiriques) ; 

− Déposer 10 µL par plot en remettant souvent en suspension, sur les lames préalablement préchauffées sur le 

bain marie sec à 40°C ; 

− Sécher à 40°C (étuve ventilée) ; 

− Placer les lames toute une nuit dans l’acétone à -20°C pour fixation ; 

− Les lames sont ensuite conservées à -20°C dans des boîtes de rangement en bois. 

Figure 3 : Protocole de confection des lames d'antigène pour l’IFI 
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• Etape qualitative du dépistage (cf. Figure 4) 

La première étape du dépistage est purement qualitative. Elle permet de mettre en 

évidence les sérums positifs. Le seuil de positivité est fixé à 1/40. Par plot, le pourcentage de 

cellules infectées  par E.canis est d’environ 70%. 

 

− Sortir les lames du congélateur à -20°C, les sécher dans l’étuve ventilée ; 

− Numéroter les sérums à tester dans les tubes Eppendorf® de 5 mL stériles, sans oublier les témoins + et – ; 

− Mettre dans chaque tube stérile 450 µL de PBS et 50 µL de sérum à tester ; 

− Mettre à 56°C pendant 30’ (phase de décomplémentation) ; 

− Peser 3 g de lait en poudre pour 50 mL de PBS et mélanger, afin de limiter les réactions aspécifiques ; 

− Mettre 500 µL de PBS-lait dans chaque tube : la dilution initiale du sérum est donc de 1/20 (50/1000) ; 

− Mettre à 37°C pendant 30’ ; 

− Numéroter les lames à plots sèches ; 

− Mettre 10 µL de chaque tube par plot ; 

− Disposer les lames dans une boîte à fond humide (fond recouvert de papier essuie-tout imbibé d’eau) ; 

− Mettre à 37°C pendant 30’ ; 

− Mettre les lames dans un bain de PBS Tween (500 µL de Tween 20 dans 1L de PBS) pendant 5’ ; 

− Changer de bain, remettre les lames dans un bain de PBS Tween pendant 5’ ; 

− Mettre les lames dans un dernier bain de PBS pendant 5’ ; 

− Sécher les lames à l’étuve ventilée ; 

− Préparer la solution de conjugué (anticorps seconds-fluorescéine)(distribué par Jackson ImmunoResearch 

Laboratories INC USA) au 150ème (aliquote de 10,5 µL dilué au ½ dans 789 ,5 µL de PBS pour 80 plots) ; 

− A partir de la solution obtenue, déposer 10 µL par plot ; 

− Mettre à 37°C pendant 30’ dans la boîte à fond humide ; 

− Mettre les lames dans 2 bains successifs de PBS Tween de 5’ chacun, puis de PBS 5’ ; 

− Sécher les lames à l’étuve ventilée ; 

− Mettre quelques gouttes de Fluoprep® (milieu de montage fixateur pour immunofluorescence, composé de 

glycérine, d’alcool polyvinylique et de tampon tris) sur les lames et recouvrir d’une lamelle chaque lame ; 

− Faire la lecture au microscope à épifluorescence dès que possible, au grossissement 400. La préparation peut 

être conservée sans baisse d’intensité de fluorescence pendant 72h à 2-8°C.  

Figure 4 : Protocole de dépistage qualitatif par IFI 

 

La fluorescence en lumière ultraviolette (UV) de morulae dans le cytoplasme des 

cellules, sur plusieurs champs de vision à l’objectif 25 au microscope, témoigne d’un sérum 

considéré comme positif. Un sérum négatif ne présente aucune fluorescence ou une 

fluorescence discrète de l’ensemble du cytoplasme cellulaire.  
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Par souci de reproductibilité, le même observateur réalise l’ensemble de la lecture et se 

réfère toujours aux témoins. 

 

Les sérums positifs subissent une quantification. Les sérums douteux sont recontrôlés.  

 

• Etape quantitative du dépistage (cf. Figure 5) 

Cette deuxième étape ne concerne que les sérums positifs. Elle permet de connaître le 

niveau de positivité, c’est-à-dire le titre en anticorps du sérum. 

 

− Sortir les lames du congélateur à -20°C et les tubes contenant les sérums dilués au 1/20ème (PBS-lait) du 

réfrigérateur. Ne pas oublier les témoins ; 

− Réaliser les dilutions 1/40, 1/80, 1/160, 1/320, 1/640, 1/1280, 1/2560, 1/5120 sur des plaques de 

microtitration ELISA à 96 puits (principe des dilutions : 100 µL de PBS et 100 µL de sérum dilué au 1/20ème 

permettent d’obtenir une dilution au demi : 1/40ème, 50 µL de cette dilution au 1/20ème sont prélevés et 

transférés dans 150 µL de PBS pour obtenir une dilution au quart soit 1/60ème , etc…) ; 

− Déposer une lame séchée et numéroter au préalable 10 µL de 6 plots dilués (pour les faibles positifs, les 

dilutions au 1/20ème, 1/40ème, et 1/80ème suffisent) ; 

− Mettre à 37°C pendant 30’ dans la boîte à fond humide ; 

− Mettre les lames dans 3 bains successifs (PBS Tween 5’ – 5’ puis PBS 5’) ; 

− Sécher les lames à l’étuve ventilée ; 

− Préparer la solution de conjugué ; 

− Déposer 10 µL de solution par plot ; 

− Mettre à 37°C pendant 30’ dans la boîte à fond humide ; 

− Mettre les lames dans 3 bains successifs (PBS Tween 5’ – 5’ puis PBS 5’) ; 

− Sécher les lames à l’étuve ventilée ; 
− Fixer les lamelles au Fluorep. 

Figure 5 : Protocole de titrage des sérums positifs par IFI 

 

2.2.3.3.1.2 Test rapide de dosage immuno-enzymatique 

Des tests rapides SNAP 3Dx® (IDEXX Laboratories Inc., USA) sont réalisés en 

parallèle avec les sérologies.  

Le test rapide permet la détection simultanée de l’antigène de Dirofilaria immitis, de 

l’anticorps de Borrelia burgdorferi, et de l’anticorps d’Ehrlichia canis dans le sang total, le 

sérum ou le plasma canin. Un résultat positif au test E. canis indique un titre en anticorps 
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significatif de E. canis [63]. Pour interpréter le test, il faut observer la pastille réactive 

correspondant au test ehrlichiose dans la fenêtre de lecture (cf. Figures 6 et 7). 

 

 

 

Figure 6 : Réalisation du test rapide (source : www.idexx.com) 

 

 

− Utiliser la pipette fournie et déposer 3 gouttes de prélèvement dans le tube à prélèvement (bouchon bleu) 

− Maintenir le flacon vertical et ajouter 4 gouttes de conjugué dans le tube à prélèvements (bouchon bleu) 

− Boucher le tube à prélèvement et bien mélanger par retournement 3 à 5 fois. 

− Placer le dispositif sur une surface plane. Ajouter la totalité du contenu du tube de prélèvement au puits à 

prélèvement en veillant à ne pas répandre le contenu hors du puits. Le prélèvement s’écoule sur la fenêtre de 

lecture, fait disparaître les spots colorés, et atteint le cercle d’activation en 30 à 60 secondes environ. 

Vérifier attentivement l’apparition du prélèvement ou d’une coloration bleue dans le cercle d’activation. 

− Dès que la couleur apparaît dans le cercle d’activation, appuyer fermement sur l’activateur jusqu’à ce qu’il 

soit à niveau avec le corps du dispositif. 

− Attendre 5 à 8 minutes avant d’interpréter le résultat. 
 

Pour interpréter le test, observer les pastilles réactives dans la fenêtre de lecture. La variation de couleur 

des pastilles de prélèvement est proportionnelle à la concentration d’antigènes de la filaire des chiens, 

d’anticorps B. burgdorferi ou d’anticorps E. canis dans le prélèvement. Si aucune couleur n’apparaît dans la 

pastille de contrôle positif, refaire le test. Si seul le spot de contrôle positif change de couleur, le résultat est 

négatif. 

Figure 7 : Utilisation et interprétation du test rapide 

 

Le test rapide a, d’après le fabricant, une sensibilité pour E. canis, de 99% sur sérum et 

une spécificité de 100%, après 244 tests (cf. notice du test). 
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2.2.3.3.2 Anticorps anti-plaquettes 

Les anticorps anti-plaquettes sont détectés par cytométrie de flux. La méthode utilisée 

est celle décrite par CHABANNE et al. (cf. Figure 8) [15]. 

 

 

 

 
- Préparation des plaquettes 

Au minimum, dix prises de sang sur EDTA sont effectuées sur différents chiens témoins. Les tubes sont 

laissés deux heures à température ambiante pour permettre la sédimentation, puis sont centrifugés 15 minutes à 1 

000 tours/min. Les plasmas riches en plaquettes sont alors récupérés et poolés dans un tube de 20 mL à fond 

rond, puis centrifugés 10 minutes à 2 000 tours/min. Au besoin, pour éviter l’agrégation plaquettaire, on ajoute 

au préalable du PBS/EDTA 5%, qu’on laisse incuber 15 minutes. 

Le surnageant une fois éliminé, le culot est remis en suspension puis complété avec du PBS/EDTA 

0,33%. On effectue à nouveau deux centrifugations de 10 minutes à 2 000 tours/min. Le culot plaquettaire est 

ensuite remis en suspension dans un petit volume de PBS/EDTA 0,33% pour permettre la numération au 

compteur (HYCEL®). Les plaquettes sont ensuite ajustées à 400 000/µL en PBS/EDTA 0,33%. Ce test est 

effectué sur des plaquettes fraîches. 

 

- Préparation des sérums 

Les sérums des chiens testés (chiens A, B et C) sont répartis en aliquots de 100 µL et congelés à -20°C 

en attendant le test. Avant le test, les sérums sont clarifiés par centrifugation à 5 000 tours/min pendant 15 

minutes. 

 

- Détection des anticorps anti-plaquettes par cytométrie de flux 

On distribue 20 µL de solution plaquettaire par tube Falcon, auxquels on ajoute 20 µL de sérum à tester, 

et on laisse incuber 30 minutes à température ambiante. On réalise ensuite un lavage en PBS à 2 000 tours/min 

pendant 10 minutes, puis les culots sont rapidement agités avant l’ajout de 20 µL par tube de solution d’anti-IgG 

de chien couplé au FITC. Les tubes sont placés ensuite 15 minutes à l’obscurité, à température ambiante. 

Après un dernier lavage en PBS à 2 000 tours/min pendant 10 minutes, on ajoute 200 µL de PBS par 

tube. L’acquisition au FACS (Cytomètre en flux/trieur de cellules) s’effectue dans la journée. L’analyse 

s’effectue par référence à un sérum de chien témoin sain et un sérum positif. 

 

Figure 8 : Détection des anticorps anti-plaquettes par cytométrie de flux [15] 
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2.2.3.3.3 Test de Coombs direct 

Des tests de Coombs directs sont également réalisés à partir des prélèvements sur 

tubes citratés. 

 

2.2.3.3.4 Populations et sous-populations lymphocytaires 

Sur chacun des échantillons sur tube citratés, un comptage lymphocytaire et une 

identification des lymphocytes a été réalisée au laboratoire d’hématologie de l’ENVL. 

 

2.2.3.3.5 IFNγ 

Le spot test, réalisé au Centre de recherche de Mérial (Lyon, France), permet de 

révéler la réponse IFNγ (interféron gamma) spécifique d’Ehrlichia canis par les lymphocytes 

T, dans les cellules mononucléées de sang périphérique (PBMCs, Peripheral Blood 

Mononuclear Cells). 

 

Le principe de ce test est de suivre, ex-vivo, la re-stimulation des PBMCs par les 

antigènes d’E. canis. Les PBMCs fraîchement isolées des chiens infectés étaient incubées 

avec des antigènes d’E. canis pendant 20 heures. Les antigènes utilisés dans cette étude ont 

été obtenus à partir d’une lignée de macrophages (MDHSP) infectés par une souche 

américaine d’E. canis fournie à Mérial par RISTIC. L’incubation est réalisée directement sur 

une plaque ELISPOT (R&D Systems, Minneapolis, USA) préalablement recouverte 

d’anticorps anti-IFNγ. Les plaques sont ensuite lavées et les spots IFNγ sont révélés avec un 

second anticorps anti-IFNγ, marqué à la fluorescéine, et comptés (cf. Figures 9 et 10). 

 

Ce test a été réalisé pour les seuls chiens B et C, après amplification de la 

pathogénicité de la souche sur le chien A. 
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1. Calculer le volume total d’anticorps de capture nécessaires et diluer jusqu’à la concentration 

voulue à l’aide de PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8,1 mM Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4, pH 

7,2 – 7,4) ; 

2.  Ajouter immédiatement 100 µL de la solution diluée d’anticorps de capture par puits. Couvrir la 

plaque ELISPOT avec le couvercle et laisser incuber une nuit (ici 20 heures) entre 2 et 8°C ; 

3. Aspirer les anticorps de capture de chaque puits et laver trois fois à l’aide de la solution de 

lavage ou du PBS (350 µL par puits). Après le dernier lavage, retirer tout le liquide résiduel en 

renversant la plaque sur un papier absorbant propre ; 

4. Bloquer les membranes en ajoutant 200 µL de tampon bloqueur dans chaque puits. Laisser 

incuber pendant deus heures à température ambiante ; 

5. Aspirer le tampon bloqueur. Rincer avec le même milieu que celui dans lequel seront cultivées 

les cellules ; 

6. Aspirer le milieu de culture de la plaque et remplir immédiatement les puits avec 100 µL de 

milieu de culture contenant les cellules sécrétant l’INFγ canin. Incuber à 37°C à 5% de CO2. le 

temps d’incubation est déterminé de manière empirique ; 

7. Rincer la plaque 4 fois avec le tampon de rinçage. Retirer tout le liquide résiduel en renversant 

la plaque sur un papier absorbant propre ; 

8. Calculer le volume nécessaire d’anticorps de détection et diluer à la concentration nécessaire à 

l’aide du réactif de dilution ; 

9. Ajouter 100 µL de la solution diluée d’anticorps de détection dans chaque puits. Couvrir la 

plaque avec le couvercle et laisser incuber une nuit entre 2 et 8 °C ; 

10. Aspirer la solution d’anticorps de détection et nettoyer comme indiquer à l’étape 3. Les plaques 

sont prêtes à être colorées ; 

11. Après coloration le décompte des spots se fait manuellement sous un microscope, ou grâce à un 

lecteur ELISPOT automatique. 

Figure 9 : Protocole ELISPOT (R&D Systems, Minneapolis, USA) 
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Figure 10 : Principe du test ELISPOT (d’après ELISPOT – assay procedure, www.mabtech.se) 

 

 

2.2.3.4 Bactériologie  

2.2.3.4.1 Cultures cellulaires 

Les prélèvements sanguins sur tube héparinés permettent la mise en culture sur 

cellules DH82 afin de restaurer un stock de matériel infectieux. Les prélèvements réalisés sur 

les chiens D et E ont permis ces mises en culture. 

 

2.2.3.4.2 PCR 

Des prélèvements sanguins ainsi que des échantillons de foie, de rein, de poumon, de 

rate et de nœuds lymphatiques sont envoyés pour la réalisation de PCR 

 

 

L'analyse est exécutée dans les puits d’une 
plaque ELISPOT. Dans la première étape les 
puits sont enduits des anticorps monoclonaux 
(Y) d'affinité élevée aux cytokines à étudier 

Des cellules (jusqu'à 250.103/puits) sont ajoutées et incubées 
pendant 6 à 48 heures en présence d'antigène. Pendant cette période 
les cellules répondant spécifiquement à l’antigène (  ) libèrent la 
cytokine (•), qui est capturé à proximité immédiate des cellules. 

 
Les cellules sont supprimées par rinçage, et on ajoute un anticorps 
de synthèse (en rouge) dirigé contre un second épitope de la 
cytokine. 

L'analyse est exécutée dans les 96 puits d’une 
plaque ELISPOT. Dans la première étape les 
puits sont enduits des anticorps monoclonaux 
(Y) d'affinité élevée à la cytokine à étudier. 

 
 
On ajoute ensuite la streptavidine conjuguée à un enzyme (ALP 
ou HRP) (en rouge). 

 
Finalement, un substrat de précipitation pour ALP ou HRP est ajouté et 
les plaques sont incubées jusqu'à ce que les spots émergent à l’endroit 
des cellules correspondantes. Les spots peuvent être examinés et 
comptés au microscope de dissection ou par un système d'analyseur 
d'image. La comparaison du nombre de spots avec le nombre de 
cellules ajoutées dans chaque puits donne la fréquence de cellules 
répondantes. 

Rinçage 

Rinçage 

Rinçage 

Rinçage 
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2.2.4 Traitements 

Les chiens A, B et C sont traités à la doxycycline per os (Ronaxan®, Mérial, Lyon) à 

la posologie de 10 mg/kg, matin et soir, pendant 21 jours. Le chien C a reçu en plus un 

nouveau traitement immunomodulateur (Glisodin® 250 IU capsules, Isocell Nutra, Paris) à 

raison d’une gélule par jour le temps du traitement à la doxycycline.  

 

Les chiens D et E ne reçoivent aucun traitement et servent donc de témoins pour 

l’analyse des résultats. 
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3.  RESULTATS 

3.1 Suivi clinique 

3.1.1 Symptômes observés  

Les trois chiens A, B et C développent une ehrlichiose aiguë dans les 15 jours suivant 

l’inoculation ce qui confirme la virulence de la souche. 

 

Le chien A présente des symptômes de choc quelques minutes après l’injection. On  

note un abattement profond, une mydriase, une tachycardie, une tachypnée, des muqueuses 

blanches, des vomissements. Les symptômes disparaissent après environ deux heures. 

 

Pour les trois chiens, une légère adénomégalie ainsi qu’une pâleur des muqueuses sont  

mises en évidence entre J3 et J6 après inoculation. A partir de J10, on note un abattement de 

plus en plus prononcé avec anorexie. Les muqueuses sont pâles entre J10 et J15. 

 

L’examen clinique général ne révèle pas d’adénomégalie abdominale interne. La 

palpation abdominale ne met pas en évidence de splénomégalie, ni d’hépatomégalie. Aucune 

trace de pétéchies n’est relevée. 

 

De même que pour le chien A, les symptômes observés sur les chiens B et C restent 

très frustes. Le chien B présente un léger abattement accompagné d’anorexie entre JBC10 et 

JBC13 post-inoculation. Le reste de l’examen clinique ne révèle pas d’autres anomalies. Le 

chien C présente un abattement plus important et une période d’anorexie plus longue que le 

chien B.  

 

Les chiens D et E, de race différente, ne présentent aucun symptôme clinique après 

inoculation. Cette absence de symptôme conduit à ne pas réaliser de courbe de température. 

 

3.1.2 Evolution de la température rectale 

Une courbe de température est réalisée pour chacun des trois chiens A, B et C. Un pic 

d’hyperthermie à 40,2°C à J12 est mis en évidence pour le chien A (cf. Figure 11). Il permet 

de définir la date des prélèvements sanguins destinés aux cultures et à l’inoculation des chiens 

B et C. 
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Figure 11 : Evolution de la température rectale du chien A 

 

Pour les chiens B et C, le pic d’hyperthermie est moins prononcé que pour le chien A 

(cf. Figure 12). Un premier pic d’hyperthermie est mis en évidence à J11 pour les chiens B 

(40,2°C) et C (40,6°C). Les prélèvements sanguins destinés aux cultures cellulaires sont 

réalisés à cette date. Le traitement n’est pas administré à compter de cette date afin de mettre 

en évidence un éventuel second pic d’hyperthermie plus marqué. En effet, à J13, un pic 

d’hyperthermie plus important est mis en évidence pour les chiens B (40,8°C) et C (41,4°C). 

Un second prélèvement sanguin a été réalisé sur chacun des deux chiens afin d’obtenir du 

matériel infectieux.  

 

Le traitement n’est pas mis en place immédiatement de façon à observer encore 

pendant 48 heures les variations de température. Un nouveau pic d’hyperthermie est noté à 

J17, notamment pour le chien B dont la température rectale atteint 40,6°C.  
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Figure 12 : Evolution de la température rectale des chiens B et C 

 

3.2 Suivi hématologique 

3.2.1 Hémogramme rouge (cf. Figure 13) 

La numération-formule sanguine révèle une chute progressive du nombre 

d’érythrocytes dans le sang chez le chien A. Cette diminution du nombre de globules rouges 

s’étale de J0 (jour de l’inoculation) à J16, soit 4 jours après le début du traitement. En 

revanche les valeurs restent dans les limites des valeurs usuelles (> 5,5.109 érythrocytes/L). 

Une légère baisse du nombre d’érythrocytes apparaît à J50 soit environ 30 jours après la fin 

du premier traitement. L’hématocrite et la concentration en hémoglobine évoluent 

parallèlement à la numération érythrocytaire. 

 

L’anémie observable sur le chien A est également visible chez les chiens B et C, mais 

de façon plus prononcée. Le taux d’hématocrite du chien C chute d’ailleurs jusqu’à 24%, pour 

des valeurs usuelles comprises entre 37 et 54%, à J17 post-inoculation. 

 

Contrairement à ce qui est observé pour le chien A, la quantité d’hématies présentes 

dans le sang cesse de décroître dès la prise du traitement. Cependant, la correction de l’anémie 

apparaît plus marquée chez le chien C pour lequel elle est la plus prononcée 

(3,7.109 érythrocytes/L). 

 



 - 43 - 

Après 20 jours de traitement, une très légère anémie est observée chez les chiens B et 

C comme elle avait été observée chez le chien A. 
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Figure 13 : Evolution de la numération érythrocytaire des chiens A, B et C 

 

3.2.2 Hémogramme blanc 

3.2.2.1 Leucocytes (cf. Figure 14) 

Le chien A est arrivé à l’ENVL avec une leucopénie mesurée à 4,8.109 leucocytes/L. 

La numération leucocytaire présente une chute progressive du nombre de leucocytes sanguins 

au cours de la période d’incubation, jusqu’à atteindre une valeur de 4,5.109 leucocytes/L à 

JA12. Après le début du traitement, les valeurs reviennent dans les limites de la normale (aux 

alentours de 8,5.109 leucocytes/L). Après 5 jours de traitement, on note une nouvelle chute du 

nombre de leucocytes dans le sang (jusqu’à 4,109 leucocytes/L) qui se prolonge jusqu’à la fin 

du premier traitement, et est corrigée par le second traitement. 

 

Pour les chiens B et C, la chute des leucocytes est observable dès les 72 premières 

heures post-inoculation. Les valeurs minimales atteignent 5.109 leucocytes/L pour le chien B 

et 7.109 leucocytes/L pour le chien C. Ces valeurs sont observées respectivement à JBC14 et 

JBC9 post-inoculation. 

 

Dès la mise en place du traitement, la leucopénie est corrigée pour chacun des deux 

individus, mais 4 jours après le début du traitement on peut mettre en évidence une chute 
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progressive du nombre de leucocytes. Cette chute est continue jusqu’à l’arrêt du traitement de 

21 jours. Au dernier jour du traitement, la numération leucocytaire des chiens B et C est de 

6.109 leucocytes/L. Dès l’arrêt du traitement, on observe une correction de la leucopénie. 
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Figure 14 : Evolution de la numération leucocytaire des chiens A, B et C 

 

3.2.2.2 Lymphocytes (cf. Figure 15) 

Au cours de la phase d’incubation clinique, chez le chien A, on note une lymphopénie 

assez précoce. En effet, à J8, le taux de lymphocytes du chien A a atteint son minimum : 

416 lymphocytes/mm3. Au pic d’hyperthermie (J12), le taux de lymphocyte est déjà dans une 

phase ascendante. On note également une chute transitoire du taux de lymphocytes à J50, en 

même temps que la légère anémie décrite précédemment. A l’acmé de la maladie, on note, 

chez les chiens B et C, en parallèle de la leucopénie, une lymphopénie atteignant 

415 lymphocytes/mm3 de sang, à J16, c’est-à-dire au premier jour de la thérapie. 
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Figure 15 : Evolution des lymphocytes chez les chiens A, B et C 

 

La fraction de lymphocytes T CD5 atteint un optimum (84%) à JA50 pour le chien A 

(cf. Figure 16). De même, le rapport CD4/CD8 est maximum vers JA50 soit 38 jours après le 

pic de température et le début du traitement, à l’arrêt du second traitement (cf. Figure 16). La 

fraction de lymphocytes T CD5, pour les chiens B et C, est décroissante jusqu’au début du 

traitement, puis réaugmente pour atteindre un maximum à JB39 pour le chien B, soit 3 

semaines après le début du traitement à la doxycycline seule, et à JC25 pour le chien C, soit 

une dizaine de jour après le début du traitement complémenté en immunomodulateur. Pour 

ces deux chiens, le rapport CD4/CD8 décroît jusqu’à J25 et atteint son maximum à JBC39, 

comme pour le chien A. 
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Figure 16 : Evolution du rapport CD4 / CD8 chez les chiens A, B et C 

 

3.2.2.3 Granulocytes neutrophiles et éosinophiles (cf. Figure 17) 

Pour le premier chien inoculé, un pic de la fraction des polynucléaires neutrophiles 

(PNN) est visible à JA8 (90% de PNN) alors que la neutrophilie n’est présente qu’à JA12 

(6,63.103 PNN/mm3). 

 

Une très légère éosinophilie est observée à J18, soit 6 jours après le pic 

d’hyperthermie et le début du traitement. Le retour aux valeurs usuelles se fait en une dizaine 

de jours. 

 

Pour les chiens B et C, la lymphopénie est accompagnée d’une neutrophilie dont la 

valeur maximale (8,28.103 PNN/mm3 et 10,50.103 PNN/mm3) est mesurée à J16 pour chacun 

des deux chiens. La fraction de granulocytes basophiles n’évolue pas de manière significative. 

En revanche, on note une légère réaction éosinophilique vers J20 soit 4 jours après le début du 

traitement. Pour chacun des cas B et C, on observe un second pic d’éosinophiles entre J30 et 

J38, jour de l’arrêt du traitement à la doxycycline. 
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Figure 17 : Evolution de la neutrophilie chez les chiens A, B, et C 

 

3.2.3 Numération plaquettaire (cf. Figure 18) 

La thrombopénie  attendue survient à J12 chez le chien A (64.109 plaquettes/L), en 

même temps que le pic d’hyperthermie. Cette thrombopénie est précédée d’un autre épisode 

de chute des plaquettes (92.109 plaquettes/L) deux jours après l’inoculation. Cette première 

thrombopénie s’est résolue naturellement en 4 jours. 

 

La numération plaquettaire atteint des valeurs dans les limites des valeurs usuelles 

dans les 3 à 4 jours qui ont suivi le début du traitement.  

 

On met en évidence une nouvelle thrombopénie en fin de traitement (après 18 jours de 

traitement), avec une numération plaquettaire de 85.109 plaquettes/L, le jour suivant la fin du 

traitement. A la suite de ce nouvel épisode de thrombopénie, il est décidé de replacer le chien 

A sous doxycycline à raison de 20 mg/kg pendant 10 jours qui sont suivis d’un retour aux 

valeurs usuelles de la numération plaquettaire. 

 

De même que pour le chien A, pour chacun des chiens B et C, on observe une chute 

des plaquettes dès les 6ème-8ème jour post-inoculation. Cette thrombopénie s’accroît de manière 

régulière jusqu’à la date de début de traitement. Au pic d’hyperthermie, la numération 

plaquettaire est inférieure à 100.109 plaquettes/L pour les deux chiens. Après le début du 
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traitement, les valeurs reviennent rapidement dans les limites des valeurs usuelles. Vers JBC39, 

à l’arrêt du traitement, on observe un nouvel épisode thrombopénique, mais moins prononcé 

que celui observé à l’acmé de la maladie. Soixante-douze heures après l’arrêt du traitement, la 

numération plaquettaire est naturellement redevenue normale. 

 

De même, les chiens D et E développent une thrombopénie. Celle-ci est maximale à 

J18 (34.109 plaquettes/L) pour le chien D, et à J13 (7.109 plaquettes/L) pour le chien E. Cette 

thrombopénie se résout naturellement en l’absence de traitement. Aucune rechute n’est 

observée dans le mois suivant l’acmé de la maladie. 
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Figure 18 : Evolution de la numération plaquettaire chez les chiens A, B et C 

 

3.3 Suivi de la biochimie sanguine 

3.3.1 Enzymes hépatiques 

Le suivi des valeurs des phosphatases alcalines (PAl) du chien A montre deux pics au 

cours de l’expérimentation (cf. Figure 19). Le premier débute au pic d’hyperthermie et atteint 

80 UI/L deux jours après le début du traitement. Les valeurs se stabilisent ensuite autour de 65 

UI/L et on observe un second pic, plus important, qui débute avec la seconde phase de 

thrombopénie observée. Cette augmentation des PAl est corrigée par le second traitement. 
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Le chien A a été inoculé avec des valeurs sériques en alanine amino-transférase 

(AlAT) supérieures à 300 UI/L (cf. Figure 20). Ces valeurs ont rapidement diminué au cours 

de la période d’incubation de la maladie. Elles ont continué à décroître de manière moins 

prononcée jusqu’à la fin du premier traitement. Après le début du second traitement, on 

observe un léger pic à JA49 (67 UI/L), atteint à l’arrêt de la thérapie. Les valeurs se sont 

ensuite stabilisées autour de 30-35 UI/L. 

 

Le suivi de l’aspartate amino-transférase (AsAT) révèle une très légère augmentation 

des valeurs deux jours après le début du premier traitement (cf. Figure 21). On observe 

également une augmentation, moins brutale, après le début du second traitement. 

 

Les teneurs en PAl et AlAT (cf. Figure 19-20) évoluent parallèlement pour les chiens 

B et C. Les valeurs augmentent continuellement de J0 à J20 (4 jours après le début du 

traitement). Le pic est mesuré, pour les PAl, à 153 UI/L pour le chien B, et 258 UI/L pour le 

chien C. Les valeurs sont ensuite décroissantes. 

 

La courbe de suivi des AsAT (cf. Figure 21) est similaire à celles des deux paramètres 

précédents. En revanche le pic se produit à J16, quatre jours avant celui des PAl et AlAT, 

simultanément au pic d’hyperthermie. Les valeurs atteignent au maximum 139 UI/L pour le 

chien C. En outre, on observe un second pic, plus faible que le premier, aux alentours de J20-

22, correspondant au deuxième épisode de thrombopénie. 
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Figure 19 : Evolution des phosphatases alcalines sériques des chiens A, B et C 
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Figure 20 : Evolution des alanine amino-transférase sérique des chiens A, B et C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Evolution des aspartate amino-transférase sériques des chiens A, B et C 
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3.3.2 Biochimie rénale 

3.3.2.1 Créatininémie (cf. Figure 22) 

La créatininémie du chien A décroît de manière régulière et constante de J0 à J35 

(début du second traitement). Les valeurs sont proches de celles de J0, six jours après la fin du 

second traitement. 

 

La créatininémie des chiens B et C est continuellement décroissante de J0 à J13 

(second pic d’hyperthermie), mais la décroissance est plus importante à partir de J10. La mise 

en place du traitement ne permet de corriger les valeurs qu’à partir du quatrième jour. On 

observe une très légère chute de la créatininémie à J41, soit 25 jours après le début du 

traitement, et 4 jours après l’arrêt de celui-ci. 
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Figure 22 : Evolution de la créatininémie des chiens A, B et C 

 

3.3.2.2 Urémie (cf. Figure 23) 

L’urémie du chien A est croissante de J4 au pic d’hyperthermie, puis de J21 (9 jours 

après le début du premier traitement) à J35 (début du second traitement). Les valeurs 

augmentent à nouveau à la fin du second traitement et se stabilisent autour de 9 mmol/L. 

 

Pour le chien B, l’urémie est décroissante de J0 à J20. Pour le chien C, la mise en 

place du traitement permet de corriger immédiatement (dès J16) cette chute. A J37, soit le 
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jour de l’arrêt du traitement pour les chiens B et C, on observe à nouveau une chute de la 

teneur du sang en urée, spontanément résolue. 
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Figure 23 : Evolution de l'urémie des chiens A, B et C 

 

3.3.3 Electrophorèse des protéines sériques 

L’électrophorèse des protéines n’est réalisée que sur certains échantillons choisis de 

manière à être les plus représentatifs possibles de l’évolution des paramètres mesurés au cours 

de la maladie. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24 : Electrophorèse d’un chien sain (à gauche) et d’un chien ehrlichien (à droite) [55] 
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On met en évidence une hypoprotéinémie (valeurs usuelles : 60-67 g/L) accompagnée 

d’une hypoalbuminémie (valeurs usuelles : 39 g/L) à JA12 (albumine : 55,7 % soit 34g/L) et 

J39 (albumine : 54,7 % soit 34,5g/L) chez le chien A. Ces deux phases correspondent aux 

deux épisodes de thrombopénie décrits précédemment. Associée à ces deux pics, on peut 

décrire alors une légère augmentation des fractions β et γ. La deuxième augmentation de la 

fraction β-globulines se prolonge d’ailleurs jusqu’à JA100, date de l’euthanasie. La fraction γ-

globulines a tendance à augmenter progressivement jusqu’à JA100, pour atteindre 8,8 % soit 

5,5g/L. 

 

Chez les chiens B et C, on note une hypoprotéinémie (cf. Figure 25) qui débute vers 

JBC10 et se poursuit jusque JBC16 (deux jours avant le début du traitement). Celle-ci 

correspond à une hypoalbuminémie qui atteint 26g/L pour le chien B et 18g/L pour le chien 

C. De même que pour le chien A, cette hypoprotéinémie est observée simultanément au pic de 

température et à la thrombopénie. 

 

En parallèle de l’hypoalbuminémie, on note une augmentation simultanée des 

fractions β et γ jusqu’à JBC20, deux jours après la mise en place de la thérapie (cf. Figure 26). 

Chez le chien C, on observe un léger pic d’α1-globulines à JBC16. Après la fin du traitement 

(JBC39), on peut remarquer une légère augmentation de la fraction γ-globulines jusqu’au jour 

des euthanasies. La fraction β-globulines ne réaugmente que vers JBC60 et cela jusqu’à 

l’euthanasie des chiens. 
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Figure 25 : Evolution de l'albuminémie des chiens A, B et C 
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Figure 26 : Evolution des concentrations en bêta et gamma-globulines des chiens A, B et C 

 

3.4 Suivi sérologique 

3.4.1 Immunofluorescence indirecte (cf. Figure 27) 

Dès J10, avant l’apparition des premiers symptômes, les trois chiens A, B et C sont 

détectés positifs au test d’immunofluorescence indirecte.  

 

A l’acmé de la maladie du chien A (JA12), la fluorescence est décelable au 1/160ème. A 

l’arrêt du traitement, une dilution au 1/5120ème permet encore de détecter une positivité au 

test. Quatre jours après la mise en place du second traitement, le chien A est positif au 

1/10240ème. Le jour de l’euthanasie, il est encore positif au 1/1280ème. 

 

La séropositivité du chien B est croissante jusqu’à J20 (positif au 1/5120ème) soit 4 

jours après le début du traitement. A l’arrêt du traitement, le chien B est toujours positif mais 

pour une dilution maximum au 1/640ème. A partir de J65 la détectabilité des anticorps dans le 

sérum du chien B augmente à nouveau et le jour des euthanasies (JB88), la fluorescence est 

détectable au 1/1280ème. 

 

Le titre le plus élevé en anticorps pour le chien C est noté à JC17 (le lendemain de la 

mise en place du traitement) avec une fluorescence détectée pour une dilution au 1/5120ème. 
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Après le traitement, le chien C reste positif mais pour une dilution maximum au 1/640ème. Le 

jour de l’euthanasie (JC88), le chien C est séropositif au 1/5120ème. 
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Figure 27 : Evolution du titre en anticorps vis-à-vis d’Ehrlichia canis des chiens A, B et C 

 

3.4.2 Tests rapides de dosage immuno-enzymatique 

Le premier résultat positif du test SNAP 3Dx est lu avec certitude à JA32 

(cf. Figure 28) pour le chien A (IFI positive au 1/5120ème). Des résultats douteux sont obtenus 

à partir de JA15 et jusqu’à JA29. 

 

 

   

Figure 28 : Test négatif (à gauche - source : www.idexx.com) et test positif à la recherche d'anticorps anti-
E. canis (à droite)       

 

Avec l’utilisation du test rapide, le chien B est négatif jusqu’à JB14 alors que l’IFI est 

positive au 1/1280ème. A JB20, l’IFI est positive au 1/5120ème, mais le résultat du test rapide est 

douteux. A JB27, on lit le premier résultat positif avec certitude. 
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Jusqu’à JC24, malgré une IFI positive au 1/5120ème une semaine auparavant, le test 

rapide sur le sang du chien C donne des résultats négatifs. Le premier résultat positif est lu à 

JC34 alors que la séropositivité détectée par IFI est dans une phase décroissante. 

 

3.4.3 Mise en évidence d’anticorps anti-plaquettes 

La recherche d’anticorps anti-plaquettes a permis d’en déceler chez le chien B, à partir 

du 14ème jour après l’inoculation, au moment où la thrombopénie était maximale. La détection 

de ces anticorps était maximale à J22, et on en retrouvait à J36, au moment du second épisode 

thrombopénique. 

 

Ces anticorps n’ont pas pu être mis en évidence chez les chiens A et C. 

 

3.4.4 Résultats du Spot test (cf. Figure 29) 

Le nombre de spots spécifiques à l’IFNγ, donnés pour 5.105 cellules mononuclées de 

sang périphérique, était déterminé par la soustraction du nombre de spots obtenus après 

stimulation avec des macrophages MDHSP non infectés au nombre de spots obtenus après 

stimulation par des macrophages MDHSP infectés par E. canis. Après stimulation par des 

macrophages MDHSP non infectés, on n’obtenait que 0 à 5 spots. 

 

 

Figure 29 : Puits sur une plaque ELISPOT (x45) d’après ASAI et al. [1] 

 

Les deux chiens ont apparemment développé une réponse IFNγ spécifique d’E. canis 

par les cellules T, dès le 11ème jour post-inoculation (cf. Figure 30). Les réponses IFNγ au 

13ème et 32ème jour post-inoculation ont été également analysées. Dans chaque cas, la réponse 

observée était moindre. 
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Figure 30 : Résultats du Spot test réalisé sur du sang des chiens B et C, au 11ème jour après l’inoculation 

 

3.5 Examens nécropsiques et anatomo-pathologiques 

3.5.1 Reins 

Aucune lésion significative des reins n’est observée chez les chiens A, B et C lors de 

l’autopsie. Seuls quelques foyers d’accumulation de protéines sont observables au microscope 

optique au niveau des glomérules rénaux (cf. Figure 31). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31 : Accumulation de protéines au niveau des glomérules rénaux – 
Grossissement x100,  coloration MGG (cliché S. Jouret) [55] 

 

3.5.2 Poumons 

L’aspect macroscopique des poumons ne révèle aucune anomalie lors de l’autopsie 

hormis la présence d’un léger œdème. A l’examen histologique, on distingue, chez les trois 

chiens, quelques foyers inflammatoires péri-vasculaires. Les trois chiens présentent le jour de 

l’autopsie une légère pneumonie de type interstitielle. 
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3.5.3 Foie et rate 

A l’autopsie, ni le foie ni la rate de chacun des chiens ne présente d’anomalies. 

Microscopiquement, on observe de gros follicules lymphoïdes secondaires réactionnels dans 

la corticale des rates des chiens A et C. On note également une hypertrophie plus ou moins 

marquée de la pulpe blanche chez ces deux chiens. 

 

3.5.4 Nœuds lymphatiques 

L’exploration des nœuds lymphatiques met en évidence une hypertrophie des nœuds 

lymphatiques mandibulaires chez le chien A, et des tonsilles palatines chez le chien B (cf. 

Figure 32). Quelques noeuds lymphatiques intestinaux sont également réactionnels. En coupe, 

ces différents organes présentent de nombreux follicules lymphoïdes avec une majorité de 

lymphoblastes.  

 

On observe également un grand nombre de plasmocytes, c’est-à-dire des lymphocytes 

B activés. La réaction immunitaire observée est donc plus importante que celle mise en 

évidence au niveau de la rate. 

 

 

Figure 32 : Hypertrophie des tonsilles palatines du chien B 

 

3.6 Bactériologie 

Les mises en cultures ont permis de restaurer un stock de matériel infectieux de la 

souche d’Ehrlichia canis Borgo 89. 

 

Les PCR n’ont pas pu être réalisées du fait d’une décongélation des prélèvements lors 

du transport. 
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4.  DISCUSSION 

4.1 Pouvoir pathogène de la souche d’Ehrlichia canis Borgo 89 

4.1.1 Efficacité des inoculations expérimentales 

Les inoculations expérimentales menées sur chacun des cinq chiens ont permis de 

confirmer la pathogénicité de la souche Borgo 89 d’E. canis. En effet, tous les chiens ont 

développé une forme aiguë de la maladie. Ils ont présenté des symptômes cliniques, plus ou 

moins frustres, ainsi que des modifications hématologiques et biochimiques. 

 

4.1.2 Tableau clinique classique d’ehrlichiose monocytaire canine aiguë 

4.1.2.1 Signes cliniques 

Les symptômes majeurs observés au cours de cette expérimentation sont ceux les plus 

fréquemment décrits lors d’infection naturelle ou expérimentale par E. canis. En effet, 

l’ehrlichiose canine se manifeste lors de la phase aiguë par un épisode fébrile survenant entre 

11 et 20 jours après l’infection. Cet épisode fébrile se caractérise par une brusque 

hyperthermie atteignant jusqu’à 41,5°C. Une anorexie transitoire ainsi qu’une asthénie sont 

fréquemment décrites concomitamment à l’hyperthermie [6, 54, 71, 94, 96]. Dans notre étude, 

le pic d’hyperthermie est observé entre 11 et 13 jours après l’inoculation, et atteint 41,4°C 

pour le chien C. Il s’agit du seul critère clinique diagnostic réellement apparent pour 

confirmer le développement de la maladie. Les chiens malades ont tous présenté un épisode 

d’abattement et d’anorexie. Une perte de poids est quasiment systématiquement décrite, 

faisant suite à l’anorexie. Aucune courbe de suivi tendant à la confirmer n’a été réalisée dans 

cette étude. 

 

En règle générale, l’examen clinique approfondi permet de mettre en évidence une 

adénopathie des nœuds lymphatiques mandibulaires et parfois des ganglions préscapulaires 

[54, 71, 94, 96]. Mais dans notre étude, seule une induration sans véritable hypertrophie des 

nœuds lymphatiques était présente.  

 

En phase aiguë d’EMC, il est parfois également possible de mettre en évidence une 

hépatomégalie ainsi qu’une splénomégalie à la palpation abdominale [54, 94, 96].  Cette 

observation n’a été confirmée sur aucun des cinq chiens infectés expérimentalement. La mise 
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en place précoce d’un traitement sur les chiens A, B et C a certainement limité l’apparition de 

ces symptômes qui sont plutôt décrits lors des phases subclinique et chronique de la maladie 

[38, 54, 63, 97]. En revanche, les chiens D et E, n’ayant reçu aucun traitement, n’ont pas non 

plus développé de splénomégalie, ni d’hépatomégalie. La sensibilité individuelle des chiens 

peut expliquer ce phénomène. Par ailleurs, il a été avancé que les chiens de race Berger 

allemand développent des symptômes cliniques très prononcés contrairement aux chiens de 

race Beagle ou Labrador qui sont utilisés ici [57]. Les mêmes inoculations réalisées sur des 

chiens très sensibles à l’infection par E. canis, comme les Bergers allemands, auraient pu 

permettre l’observation d’un plus grand nombre de symptômes, alors qu’ils se révélaient 

frustres dans notre étude. 

 

De même, l’apparition de pétéchies ou d’épistaxis lors de la phase aiguë de l’EMC est 

plus fréquemment décrite chez certaines races [57]. Dans notre étude, ces symptômes n’ont 

pas été mis en évidence. 

 

D’autres symptômes ont été décrits de manière moins fréquente. Ont ainsi été mis en 

évidence, des polyarthrites [6, 17, 71], des atteintes neurologiques telles que des ataxies ou 

des syndromes vestibulaires centraux [51], ou encore des uvéites et des polymyosites [71]. 

 

4.1.2.2 Anomalies hématologiques 

4.1.2.2.1 Thrombopénie 

4.1.2.2.1.1 Caractéristiques  

L’EMC est caractérisée par une thrombopénie majeure observée concomitamment au 

pic d’hyperthermie. Selon les différentes études, elle est retrouvée dans 70 à 100% des cas 

d’EMC aiguë [29, 94]. Cette thrombopénie est plus ou moins importante selon l’individu 

considéré [11, 14, 20, 57, 62, 71, 77, 89]. Ainsi, le chien E présentait une numération 

plaquettaire de 7.109 plaquettes/L au pic d’hyperthermie. 

 

Lorsque la thrombopénie est très marquée (< 10.109 plaquettes/L), on ne trouve 

quasiment aucune plaquette sur le frottis sanguin, et les rares que l’on peut observer sont 

souvent de grande taille [5].  
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La thrombopénie est l’anomalie plaquettaire la plus souvent décrite chez les animaux 

de compagnie. Elle est facilement mise en évidence par la numération plaquettaire, réalisée 

soit par une méthode manuelle, soit à l’aide d’un automate. Les causes en sont multiples mais 

les maladies parasitaires, infectieuses (telles que l’EMC) ainsi que les troubles accompagnés 

de coagulation intra-vasculaire disséminée (CIVD) restent les plus courantes [2]. 

 

Pour NORTHERN et al. [74], la thrombopénie est l’une des causes les plus fréquentes 

de saignement chez le chien. D’autres auteurs mentionnent que l’intensité de la thrombopénie 

n’est pas toujours en rapport avec les signes cliniques mais que les animaux dont le nombre 

de plaquettes est inférieur à 30.109 plaquettes/L peuvent présenter de graves hémorragies [2]. 

 

4.1.2.2.1.2 Pathogénie  

4.1.2.2.1.2.1 Thrombopénie et augmentation du volume 

plaquettaire moyen 

Pour NORTHERN et al., le volume plaquettaire moyen du chien sain est compris 

entre 5,4 et 9,4 fL [74]. Les mêmes auteurs indiquent qu’une macrothrombocytose démontre 

une thrombopoïèse active. Au cours de la phase aiguë de l’ehrlichiose canine, le volume 

plaquettaire moyen (VPM) est de 9,5 à 13 fL selon SMITH et al. [89]. Dans notre étude, le 

VPM n’a pas été quantifié, mais la lecture des frottis sanguins a mis en évidence la présence 

de macrothrombocytes en grande quantité entre J12 et J17 post-inoculation pour chacun des 

trois chiens A, B et C ce qui tend à montrer l’existence d’une thrombopoïèse active. 

 

Dans notre étude, le pic d’hyperthermie et la thrombopénie ont été observés de 

manière synchrone, à J12 pour le chien A et entre J11 et J13 pour les chiens B et C. Ces deux 

manifestations, clinique et biologique, sont les deux le plus fréquemment rapportées lors de 

phase aiguë EMC. Ces signes apparaissent entre J10 et J14 post-inoculation lors d’infection 

expérimentale. Le diagnostic peut être renforcé vers J12 par l’observation de morulae 

d’Ehrlichia canis dans les cellules monocytaires sanguines [9]. En zone d’enzootie, la 

numération plaquettaire est un bon indicateur de la maladie et l’accentuation de la 

thrombopénie peut accroître la fiabilité du diagnostic [14]. 
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4.1.2.2.1.2.2 Origine de la thrombopénie 

Les mécanismes de la thrombopénie lors de la phase aiguë de la maladie ne sont pas 

encore totalement élucidés, mais celle-ci semble multifactorielle [63]. 

 

La thrombopénie est attribuée à différents mécanismes, selon les stades de la maladie. 

Au cours de la phase aiguë, observée lors de notre étude, les principales hypothèses sont : 

- l’augmentation de la consommation plaquettaire du fait de phénomènes 

inflammatoires vasculaires ; 

- l’augmentation de la séquestration splénique des plaquettes ;  

- une destruction plaquettaire d’origine immunologique entraînant une 

diminution du temps de vie plaquettaire [43]. 

 

4.1.2.2.1.2.2.1 Séquestration des plaquettes 

Dès 1975, une étude, menée par SMITH et al., basée sur le marquage des plaquettes 

au Phosphore 32, a montré que leur durée de vie diminue de 9 à 4 jours, dès le deuxième jour 

de l’infection par Ehrlichia canis [89]. De la même façon, LOVERING et al. ont montré qu’il 

existait une diminution de l’adhésion plaquettaire lors d’ehrlichiose aiguë [62]. Ce 

phénomène est dû à la production par les plasmocytes d’un Platelet Migration Inhibiting 

Factor (PMIF) qui inhibe la formation de pseudopodes et favoriserait la séquestration des 

plaquettes dans divers organes dont la rate [63]. 

 

La rate a non seulement un rôle dans la défense de l’organisme, mais c’est également 

un réservoir de plaquettes et d’érythrocytes. La splénomégalie décrite lors d’ehrlichiose 

monocytaire canine, mais non détectée lors de notre étude, entraîne une augmentation de la 

séquestration et de la destruction des plaquettes par les macrophages spléniques [77]. L’étude 

de SMITH et al. a d’ailleurs montré que la rate est le premier site de destruction des 

plaquettes [89]. La splénomégalie provoque la diminution du nombre de thrombocytes 

circulants. En médecine humaine, il a été démontré que la splénomégalie pouvait entraîner la 

séquestration de près de 90% du pool plaquettaire [77]. Une étude menée par HARRUS et al. 

établit d’ailleurs que les paramètres hématologiques de chiens splénectomisés, infectés 

expérimentalement par Ehrlichia canis, subissent moins de modifications que ceux des chiens 

non splénectomisés infectés avec la même souche. Les résultats de cette étude renforcent 

l’hypothèse du rôle prépondérant de la rate dans la pathogénie de l’ehrlichiose monocytaire 
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canine. Les auteurs soulignent également la possibilité du rôle de médiateurs inflammatoires 

ou d’autres substances d’origine splénique dans la pathogénie de la maladie [45]. 

 

Dans notre étude, aucune splénomégalie n’a été détectée à la palpation abdominale au 

moment de la thrombopénie ce qui nous permet de discuter du rôle de la rate dans la phase 

aiguë de l’EMC. Une splénomégalie présente en phase chronique peut expliquer la 

thrombopénie persistante, mais sans augmentation du volume de la rate dans les premiers 

jours de la phase aiguë, on peut penser que la thrombopénie n’est pas due uniquement à une 

séquestration splénique des plaquettes. Par ailleurs, l’observation de macrothrombocytes 

signale une thrombopoïèse active, ce qui signifie qu’il y a une forte consommation des 

plaquettes. Si le rôle de la rate est écarté à ce moment de la maladie, il doit exister un autre 

phénomène responsable de la consommation plaquettaire. 

 

4.1.2.2.1.2.2.2 Destruction plaquettaire 

L’origine immune de la destruction plaquettaire a depuis longtemps été évoquée. 

Cependant, la précocité de la thrombopénie, observée en moyenne 14 jours après l’infection, 

semblait incompatible avec une réponse immunitaire. 

 

Or certaines expérimentations ont montré l’existence d’anticorps anti-plaquettes chez 

le chien après une infection expérimentale à E. canis. Ceci renforce l’hypothèse qu’il existe 

un phénomène immunitaire contribuant à la thrombopénie observée dans la phase aiguë de la 

maladie [48, 98]. Dans notre étude, la mise en évidence la plus précoce de ces anticorps a été 

réalisée à J7 post-inoculation. Sur les 6 chiens présents dans le protocole de HARRUS et al., 

la détection la plus tardive des anticorps anti-plaquettes a été réalisée à J17 après inoculation 

[48].  

 

L’intervention d’une destruction plaquettaire d’origine immune lors de la phase aiguë 

de l’ehrlichiose monocytaire canine a donc été démontrée, mais l’origine de ces anticorps 

n’est pas entièrement comprise. Deux hypothèses ont, dès lors, été posées :  

- Les lymphocytes B, porteurs de récepteurs à auto-anticorps anti-plaquettes, se 

multiplieraient du fait de l’existence d’antigènes bactériens proches des 

antigènes plaquettaires du chien [63]. 

- WANER et al. évoquent la possibilité que l’augmentation d’anticorps anti-

plaquettes soit due à la destruction massive de plaquettes, par des phénomènes 
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non immunologiques, dans les premiers temps de l’infection, et à une 

surproduction de ces auto-anticorps en réponse à la libération massive de 

constituants plaquettaires dans le torrent circulatoire [98].  

 

Dans notre étude, on a pu mettre en évidence l’existence probable d’anticorps anti-

plaquettes, chez le chien B, au pic d’hyperthermie (JB13). La présence de ces anticorps 

confirme l’intervention d’un phénomène immun dans la thrombopénie observée lors de la 

phase aiguë de la maladie. L’apparition précoce de ces anticorps conforte l’hypothèse de leur 

rôle dans la phase aiguë de l’EMC. 

 

D’autres données viennent encore renforcer l’hypothèse d’une destruction plaquettaire 

d’origine immune. L’injection d’une substance, permettant de consommer le complément 

(Cobra Venom Factor), avant l’infection par E. canis permet d’obtenir une thrombopénie 

moins marquée que lors d’une infection sans manipulation préalable. Il existe donc une 

consommation du complément concomitamment à la thrombopénie ce qui renforce l’idée 

d’une destruction à médiation immune [44, 48].  

 

La thrombopathie, décrite par LOVERING et al., contribuerait aux phénomènes de 

saignements observés lors de la phase aiguë de la maladie. La diminution de l’agrégation 

plaquettaire serait due aux anticorps anti-plaquettes qui interagiraient avec des glycoprotéines 

de la membrane plaquettaire [62]. 

 

4.1.2.2.2 Leucopénie 

Le suivi de cas cliniques, mené par DAVOUST et al. en 1996, a permis de montrer 

l’existence d’une leucopénie, parfois suivie d’une leucocytose, lors d’EMC [29]. 

 

En phase aiguë de la maladie, la leucopénie est moins souvent décrite que l’anémie ou 

la thrombopénie. En revanche, lors de la phase chronique, elle prend une valeur pronostique 

[55]. La leucocytose constitue un signe de l’inflammation [28]. 
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4.1.2.2.3 Anémie 

L’anémie observée lors d’EMC est une anémie normocytaire normochrome, le plus 

souvent arégénérative (aplasie médullaire au myélogramme). Parfois, à la suite d’une 

hémolyse ou de saignements, elle devient régénérative. On note alors sur le frottis une 

polychromatophilie, une anisocytose et la présence d’érythroblastes [5]. 

 

L’anémie régénérative hémolytique de la phase aiguë de l’EMC peut être mise en 

évidence par une hémoglobinurie, signe d’une hémolyse intravasculaire [29]. 

 

Plusieurs hypothèses sont avancées pour expliquer l’anémie. L’hémolyse peut être due 

à une destruction des globules rouges par la bactérie, ou à une réaction immunologique 

secondaire : un test de Coombs positif, rapporté dans 30% des cas d’ehrlichiose par plusieurs 

auteurs, bien que négatif dans notre étude, permet de supposer une anémie hémolytique à 

médiation immune [98]. 

 

4.1.2.3 Biochimie sanguine 

4.1.2.3.1 Biochimie hépato-rénale 

L’élévation des enzymes hépatiques, observée chez chacun des sujets étudiés, et 

classiquement décrite dans les diverses publications, est transitoire. Elle est due à des troubles 

hépatiques de faible gravité. Elle est le signe que l’infection aiguë est à l’origine d’une 

atteinte hépatique inflammatoire [30].  

 

La protéinurie, non observée lors de notre étude, peut intervenir indépendamment ou 

concomitamment à une glomérulonéphrite [18]. Au cours des autopsies, nous n’avons 

cependant pas observé de lésions rénales, que ce soit à l’examen macroscopique ou à 

l’examen histologique. 

 

4.1.2.3.2 Hypoalbuminémie 

Les causes d’hypoalbuminémie chez le chien sont multiples : malnutrition protéique, 

néphropathie (albuminurie sans lésions rénales associées), pertes sanguines importantes, 

maladie hépatique (infiltration plasmocytaire péri-vasculaire) voire pertes périphériques à la 

suite d’oedèmes dus à une vascularite [42, 55]. 
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Certains auteurs pensent également qu’elle est purement physiologique et en partie 

régulée par la pression oncotique. Faisant suite à la synthèse massive de globulines (α2, β et 

γ-globulines) dans les premiers jours de la maladie, l’augmentation de la pression oncotique 

entraînerait, par compensation, une diminution de la synthèse hépatique d’albumine. Ceci 

permettrait d’éviter l’apparition d’une hyperviscosité sanguine [63]. 

 

Dans notre étude, l’hypoalbuminémie est observée chez les trois chiens vers J10 après 

l’inoculation. Aucune analyse anatomopathologique n’a été réalisée à ce stade de la maladie, 

mais les observations microscopiques réalisées à l’autopsie montrent effectivement l’absence 

de lésion rénale en dehors d’une accumulation de protéines autour des glomérules rénaux ; 

ceci tend à suspecter l’existence d’une albuminurie bien qu’aucune analyse urinaire n’ait été 

réalisée au cours du suivi clinique. En revanche, aucune lésion hépatique n’était décelable à 

l’examen microscopique. Les seules infiltrations lymphoblastiques étaient observées au 

niveau des nœuds lymphatiques. 

 

4.1.2.3.3 Hyperprotéinémie 

L’hyperprotéinémie s’explique par l’augmentation des globulines. Cette 

hyperglobulinémie suggère une augmentation de la réponse immune. Cette réponse immune 

semble cependant inefficace puisqu’il n’existe aucune relation entre le taux de globulines 

sériques et les anticorps spécifiques [55]. 

 

L’augmentation des α2-globulines, décrite dans la littérature, est la conséquence de la 

synthèse hépatique de protéines de l’inflammation. Paradoxalement, dans notre étude, on 

observe une nette augmentation des α1-globulines à partir de J10, mais en parallèle, on 

observe plutôt une diminution du taux d’α2-globulines. Ceci a d’ailleurs été décrit chez 69% 

(11 sur 16) de chiens  infectés naturellement par E. canis [38]. 

 

La production précoce d’IgM et d’IgA explique la montée rapide des β-globulines 

[42]. 

 

La production de γ-globulines correspond à la production d’immunoglobulines G. 

Dans la littérature, il est dit que ces immunoglobulines ne présentent aucun pouvoir 

protecteur. Il n’y aurait d’ailleurs aucune corrélation entre le titre en anticorps anti-Ehrlichia 



 - 67 - 

canis et l’hypergammaglobulinémie [42, 81, 99]. Or, dans notre étude, si on compare les 

courbes obtenues après titrage des anticorps par IFI et celles obtenues pour les γ-globulines 

par électrophorèse, on se rend compte que, pour des chiens B et C, ces courbes évoluent de 

manière sensiblement identique. Cette observation tendrait à réfuter l’hypothèse 

habituellement avancée et à montrer l’existence d’une relation entre la production d’anticorps 

et l’hyperglobulinémie. Ceci ne suffit cependant pas à montrer l’efficacité de ces anticorps. 
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Figure 33 : Evolution du titre en anticorps et du taux de gamma-globulines sériques 

 

 

Il semblerait que les chiens pancytopéniques aient des concentrations totales en 

protéines plus faibles que les chiens non pancytopéniques. Ceci suggère que l’état 

immunitaire des chiens ehrlichiens pancytopéniques est plus compromis, et que ces chiens 

sont par conséquent plus sensibles aux infections secondaires [97]. 

 

4.1.2.3.4 Production de protéine C réactive 

La protéine C-réactive (CRP) est une protéine de la phase aiguë. Elle est secrétée par 

le foie en conséquence des dommages causés, sur les tissus, par une infection, une 

inflammation ou un traumatisme. En médecine humaine, des mesures quantitatives de CRP 

sont de plus en plus utilisées pour établir un diagnostic rapide de maladies infectieuses graves 

comme les sepsis, les méningites et les pneumonies [61, 69]. Les mesures quantitatives ont 

également été utilisées pour détecter les phénomènes inflammatoires qui n’auraient pas pu 
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être mis en évidence autrement, et pour suivre la progression de la réponse à un traitement 

antibactérien. La concentration en CRP décroît rapidement à la suite d’une thérapie [86]. 

 

Le suivi de la protéine C réactive (CRP) a été réalisée par RIKIHISA et al. en 1994. 

Elle a pu montrer une augmentation de CRP 4 à 6 jours post-inoculation [84]. L’augmentation 

de ce paramètre signe la présence d’une réponse inflammatoire. L’optimum du pic de CRP est 

observé entre J15 et J42 post-inoculation, ce qui serait concomitant à une multiplication 

intense de la bactérie (révélée par PCR) dans l’organisme [88]. Cette concentration est 

revenue à la valeur initiale après 34 jours. 

 

Dans notre étude, le recours à un laboratoire d’analyses médicales humaines n’a pas 

permis de doser les concentrations en CRP dans les échantillons prélevés.  

 

4.1.2.4 Lésions anatomo-pathologiques 

Les autopsies menées sur les trois chiens A, B et C n’ont pas mis en évidence de 

lésions macroscopiques. Cette absence de lésion est certainement à corréler avec la mise en 

place d’un protocole thérapeutique précoce. 

 

Lors d’EMC sévère, plusieurs types de lésions sont observables. Macroscopiquement, 

les lésions principales sont une splénomégalie avec une décoloration de la rate, un foie 

décoloré de consistance friable, des poumons sombres, une adénite marquée (surtout au 

niveau des nœuds lymphatiques mésentériques), et des lésions hémorragiques généralisées. 

Microscopiquement, il faut noter l’infiltration périvasculaire par des lymphocytes et des 

plasmocytes dans de nombreux organes [55]. 

 

L’étude histopathologique des nœuds lymphatiques permet de réveler une légère 

hyperplasie folliculaire avec présence de macrophages. Parfois, la zone folliculaire et la 

corticale deviennent indiscernables. Un grand nombre d’histiocytes est observé en zone 

médullaire. Dans la rate, les lésions majeures observables sont des hémorragies folliculaires 

multifocales et une congestion de la pulpe blanche. Il est également possible de noter une 

augmentation des gaines lymphoïdes périartériolaires. L’étude histologique des reins permet 

de mettre ne évidence des lésions de glomérulonéphrite et de vasculite caractérisée par une 



 - 69 - 

infiltration de cellules mononuclées. Des infiltrations de cellules mononuclées dans les septa 

alvéolaires sont visibles dans les poumons des animaux infectés [9]. 

 

4.2 Efficacité du traitement à la doxycycline 

4.2.1 Evaluation de l’efficacité  

Selon un consensus établit par l’American College of Veterinary Internal Medicine 

(ACVIM), le traitement le plus efficace pour lutter contre l’ehrlichiose monocytaire canine est 

l’emploi de doxycycline à 10 mg/kg/jour, per os, pendant 28 jours [71]. Ce protocole est 

considéré comme le traitement de choix par une majorité d’auteurs [7, 18, 71, 80, 95]. En 

effet, la résolution des signes cliniques et la normalisation de la numération plaquettaire sont 

effectives dans les 24 à 72 heures suivant la mise en place du traitement lors de cas 

d’ehrlichiose aiguë ou subchronique [80, 97]. Dans notre étude nous n’avons utilisé cette 

molécule que pendant 21 jours à la posologie de 10 mg/kg deux fois par jour. En 48 heures, 

les signes cliniques ont effectivement disparu. 

 

4.2.2 Persistance d’anomalies après traitement 

Cependant, 20 à 25 jours après la mise en place du traitement, on a pu observer un 

nouvel épisode thrombopénique, résolu en 72 heures, par la mise en place d’un second 

traitement à base de doxycycline à 20 mg/kg/j pendant 10 jours pour le chien A, et résolu 

naturellement en deux jours pour les chiens B et C. Cette observation pose la question de 

l’efficacité bactéricide du traitement mis en place ou de la survenue d’un phénomène 

biologique indépendant du traitement. 

 

Même si on observe de rapides améliorations cliniques avec le traitement, certaines 

études ont montré que la numération plaquettaire pouvait chuter à nouveau après le traitement 

à la doxycycline, que le titre en anticorps pouvait augmenter à nouveau et que la réaction de 

polymérisation en chaîne (PCR) pouvaient donner des résultats positifs [80]. Deux études de 

HARRUS et al. ont  mis en évidence, la persistance d’ADN bactérien dans l’organisme : l’une 

de ces études a été menées après 6 semaines de traitement à la doxycycline administrée per 

os, à la posologie de 10 mg/kg/jour et a montré qu’un chien (de race Beagle) sur six était 

encore positif au test PCR après le traitement [40]. Une autre étude a été menée 34 mois après 

l’infection expérimentale de 6 chiens (de race Beagle) et a montré que même cliniquement 

sain, ou cliniquement guéri, un chien peut être porteur d’ADN d’E. canis [41]. 
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Tenant compte des résultats de ces études, l’ACVIM a estimé qu’il est possible que de 

l’ADN d’Ehrlichia canis persiste dans l’organisme bien que l’agent pathogène ne soit plus 

vivant, ce qui n’est donc pas représentatif d’une infection persistante. Selon ces experts, les 

chiens traités ont éliminé le microorganisme dès lors que l’hyperglobulinémie et les autres 

signes cliniques et biologiques sont progressivement résolus, même si une séropositivité 

réapparaît après le traitement [71]. 

 

4.2.3 Persistance ou élimination des bactéries 

Dans notre étude, aucun test PCR n’a pu être pratiqué. En revanche, les signes 

cliniques ont progressivement disparus tout comme les signes hématologiques, malgré un 

deuxième épisode pancytopénique en fin de traitement. Une hyperglobulinémie a été détectée 

vers J16 chez les chiens A et B, et J20 pour le chien C. On observait alors un pic de β et γ-

globulines, résolu après le traitement. A l’acmé de la maladie, les trois chiens étaient 

séropositifs, mais le titre en anticorps a rapidement chuté après le traitement, au moins pour 

les chiens B et C. Pour ces deux chiens, la séropositivité est réapparue après la fin du 

traitement, et le jour des autopsies le chien C était positif au 1/5120ème. Selon la conférence de 

consensus, cela ne signifie pas que les chiens soient encore porteurs du microorganisme [71]. 

En effet, même si certains chiens semblent avoir éliminé E. canis du sang périphérique, leur 

titre en anticorps n’est pas significativement différent des chiens encore porteurs du 

microorganisme [50]. Les anticorps produits lors de l’infection par E. canis ne joueraient donc 

aucun rôle dans l’élimination de l’agent infectieux. 

 

Cependant, l’étude des courbes de β et γ-globulines montre une croissance progressive 

du taux de ces globulines, depuis J60 jusqu’à l’euthanasie des animaux. Le jour de l’autopsie, 

les valeurs en γ-globuline sont d’ailleurs proches de ce qu’elles étaient à J16 ou J20. Ces faits 

vont à l’encontre de l’hypothèse de non persistance des bactéries dans l’organisme. On peut 

donc penser, même sans confirmation par PCR, que les bactéries persistaient chez les trois 

chiens. 
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4.3 Diagnostic sérologique 

4.3.1 Immunofluorescence indirecte 

L’immunofluorescence indirecte est la méthode de référence pour le diagnostic de 

l’ehrlichiose monocytaire canine, compte tenu de sa grande sensibilité et de sa bonne 

spécificité [63, 71].  

 

La précision du résultat de ce test diagnostic dépend du lecteur et nécessite un 

équipement de laboratoire important [63]. 

 

La comparaison des différentes études expérimentales est rendue difficile puisque les 

seuils de positivité ne sont pas définis de la même façon d’un laboratoire à l’autre. Le titre en 

anticorps le plus approprié, pour affirmer la séropositivité d’un animal, n’est donc toujours 

pas fixé. En conséquence, la conférence de consensus propose de considérer suspect tout titre 

en anticorps inférieur à 1/80ème et de renouveler le test deux à trois semaines plus tard lors de 

suspicion d’infection naturelle [71]. Dans notre étude, nous avons défini le seuil de 

séropositivité au 1/40ème, seuil fréquemment rencontré dans la littérature. 

 

L’IFI permet de détecter des anticorps dès le septième jour après l’infection, mais 

certains chiens ne se séropositivent qu’à J28. D’autres ne développent pas de réponse 

anticorps lors de la phase aiguë de la maladie [71]. Dans notre étude, nous avons choisi de 

suivre la cinétique de la réponse anticorps à partir de J10 après l’inoculation de manière à 

comparer cette cinétique aux symptômes observés. On a ainsi pu observer que le pic 

d’hyperthermie intervient avant le pic de la réponse anticorps et que le traitement à la 

doxycycline n’a pas d’influence sur la séropositivité. 

 

4.3.2 Test rapide de dosage immuno-enzymatique 

Le test rapide utilisé lors de notre étude est un test dont l’avantage est de fournir une 

réponse plus rapide et plus facilement lisible que l’IFI. Ce test utilise deux protéines 

recombinantes p30 et p30-1 comme base antigénique [63]. 

 

Les résultats obtenus étaient différents de ceux obtenus par IFI. Un résultat positif n’a 

pas été obtenu tant que l’IFI était inférieure à 1/1280ème. Par ailleurs, on ne pouvait détecter 

avec certitude les anticorps sériques que vingt jours après l’inoculation. L’IFI a donc donné, 
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dans notre étude, des résultats beaucoup plus sensibles que le test rapide. O’CONNOR et al. a 

montré l’existence d’une corrélation entre les résultats obtenus par IFI, Western blot et test 

rapide ELISA. Seules quelques différences étaient observables lorsque les titres en anticorps 

étaient compris entre 1/80 et 1/160 [76]. 

 

On peut expliquer les résultats de notre étude par le manque de spécificité entre les 

protéines recombinantes p30 et p30-1 du test avec les anticorps produits en réponse à une 

infection par la souche Borgo 89. Cela sous-entendrait que les protéines d’enveloppes de la 

souche d’E. canis Borgo 89 sont différentes de celles habituellement rencontrées. La mise en 

œuvre du séquençage ou d’un test Western Blot permettrait de confirmer ou d’infirmer cette 

hypothèse. 

 

4.3.3 Western blot 

4.3.3.1 Intérêt du test 

Ce test consiste en une électrophorèse des peptides obtenus après dénaturation des 

antigènes d’un agent infectieux. Cette technique permet une analyse plus fine de la réponse 

immunitaire de l’hôte et est au moins aussi précise que l’IFI [63]. 

 

4.3.3.2 Mise en évidence de la variabilité antigénique des souches d’E. canis 

Le Western blot permet de mettre en évidence des variations mineures entre les 

différentes souches, au sein d’une même espèce. Ce test a déjà permis de mettre en évidence 

une relative homogénéité des souches impliquées dans des ehrlichioses chroniques en 

Arizona, en France, en Israël, en Caroline du Nord, au Texas et aux Iles Vierges [49]. Au 

contraire, une protéine majeure unique a été observée sur des sérums canins provenant d’Italie 

et du Zimbabwe [49].  

 

Un test Western blot a déjà été effectué sur  des chiens militaires stationnés en 

Afrique. L’étude n’a pas révélé de différence significative avec la souche Borgo 89 (cf. Figure 

34) [78]. 
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Figure 34 : Western blots de chiens séropositifs (IFI) vis-à-vis d'Ehrlichia canis et séjournant en Corse 
[78] 

 

4.4 Réponse immunitaire  

4.4.1 Réponse humorale 

Chez des chiens infectés expérimentalement, les immunoglobulines IgA et les IgM 

apparaissent dès le 7ème jour après l’infection. D’autres travaux mettent en évidence une 

réponse IgM dès le 4ème jour après une infection par E. ruminantium [72].  

 

A partir du 10ème jour, on peut détecter les IgG dont la quantité est maximale vers le 

80ème jour [22, 26, 30]. Dans notre étude, le titre maximal en anticorps est atteint dès le 20ème 

jour après l’inoculation. 

 

Les anticorps des chiens traités diminuent et disparaissent 6 à 12 mois après la 

guérison [13]. 

 

Des études ont permis d’identifier plus précisément les IgG impliquées dans la réponse 

humorale. Il s’agit d’IgG2, spécifiques d’E. canis, détectées une semaine après l’inoculation 

chez des chiens infectés expérimentalement ou naturellement [46, 66, 92]. En effet, les IgG de 

type 1, détectable lors de l’infection par E. canis ne sont pas produites de manière 

significativement plus importante que chez le chien sain [92]. 
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Par ailleurs, d’après une étude de McBRIDE et al., la réponse IgM à l’infection par 

E.  canis n’a pas pu être mise en évidence après 14 jours d’incubation sur la plupart des chiens 

inoculés [66]. La première détection d’IgM a été réalisée par ELISA au 28ème jour après 

infection. Ces données ont été confirmées par Western blot. 

 

Certains auteurs attestent que les anticorps produits n’assurent aucune fonction 

protectrice, puisque des chiens séropositifs sont sensibles à la réinfection [30, 54]. Ces 

anticorps pourraient même favoriser la multiplication de l’agent chez l’hôte en participant à 

l’inhibition de la fusion phagolysosomiale [43]. 

 

Toutefois, in vitro, il a été démontré qu’un sérum immun inhibe la croissance 

d’E. canis dans les macrophages canins [58]. Par ailleurs, une infection de souris SCID par 

E. chaffeensis a permis de mettre en évidence le rôle majeur des anticorps lors d’infections 

par Ehrlichia [46]. 

 

4.4.2 Réponse cellulaire 

4.4.2.1 Rôle des lymphocytes T dans la réponse immunitaire à l’infection par 

E. canis  

Des études menées sur l’infection par E. chaffeensis et E. muris sur des souris 

montrent que les lymphocytes T CD4+ et T CD8+ constituent le composant critique de la 

réponse à médiation cellulaire en assurant la clearance des bactéries et la résistance aux 

infections létales pour les animaux témoins [35, 101]. 

 

HESS et al. n’ont pas mis en évidence de variation de la réponse TCD4+ lors de 

l’infection expérimentale par E. canis. En revanche, six semaines après l’inoculation, les 

chiens infectés ont développé une lymphocytose à TCD8+. Cette lymphocytose a régressé 

quatre semaines plus tard. 

 

Dans notre étude, il semble y avoir une augmentation de la population des CD8+ 

jusqu’à 10 jours après le pic d’hyperthermie, notamment pour les chiens B et C (deuxième 

passage sur chien), alors que la population de CD4+ évolue à l’inverse. Vers J25, on observe 

une inversion des courbes c’est-à-dire une diminution des CD8+ et une augmentation des 
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CD4+. De J40 à l’euthanasie des animaux, on remarque à nouveau une inversion des courbes. 

La diminution de la population des CD8+ est accompagnée d’une rechute clinique. Or les 

CD8+ produisent le TNFα qui participe au contrôle de la charge bactérienne [53]. On peut 

donc penser que la rechute clinique est liée à une prolifération bactérienne induite par une 

baisse de la production de TNFα. D’autre part, l’association d’une augmentation des CD8+ et 

d’une diminution de CD4+ (phénomène observé quelques jours avant la rechute clinique) 

traduirait une dysimmunité et empêcherait l’élimination de la bactérie [52]. 

 

A titre de comparaison, chez des chiens leishmaniens, au cours de la maladie, le 

nombre de CD4+ circulants diminue [10]. Cette décroissance, ainsi que la diminution du 

rapport CD4+/CD8+ est clairement associée aux signes cliniques. Au cours du traitement, on 

observe une augmentation significative du nombre de lymphocytes CD4+ circulants [68].  

 

Lors d’EMC, l’augmentation du nombre de CD4+ survient 10 à 12 jours après la mise 

en place du traitement. L’ajout d’un immunomodulateur ne semble pas influer sur cette 

cinétique. 

 

En conséquence, le dénombrement des CD4+ et le suivi du rapport CD4+/CD8+ 

semblent être de bons indicateurs du pronostic de la maladie [36]. 

 

4.4.2.1.1 Interactions cellulaires et moléculaires lors de la réponse 

immunitaire à médiation cellulaire 

Ces interactions sont résumées dans la figure 35 : 
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Figure 35 : Schéma des interactions cellulaires et moléculaires au cours de la réponse immunitaire lors 
d'infection par Ehrlichia canis

Active 

Inhibe 
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4.4.2.1.2 Cinétiques d’apparition des médiateurs solubles lors d’EMC 

aiguë 

Lors d’infection par Ehrlichia spp., il a été montré que l’IL-8 est la chimiokine 

inflammatoire la plus précocement produite, et en grande quantité [65, 83, 93]. En effet, lors 

d’infection par E. chaffeensis, l’IL-8 est détectée dès 18 heures après l’inoculation [65]. 

 

De même, il semble que l’IL-1b intervienne rapidement lors d’ehrlichiose, mais en 

plus ou moins grande quantité, bien que McBRIDE et al. ne l’ait pas observée lors de 

l’infection expérimentale du chien par E. chaffeensis [65, 83, 92, 93 ]. 

 

A contrario, les interleukines IL-2 et IL-6 apparaissent plus tardivement et en quantité 

très faible [65, 83, 92, 93]. L’IL-4 semble avoir une cinétique d’apparition identique [92]. 

 

Selon McBRIDE et al., la production d’IL-10 n’est jamais induite in vitro par E. 

chaffeensis [65]. 

 

L’IFNγ et le TNFα ne sont pas systématiquement détectés lors d’inoculation 

expérimentale par Ehrlichia spp. [93]. Lorsqu’ils le sont, il semble qu’ils soient produits plus 

tardivement que les interleukines IL-8 et IL-1β [83]. Leur production débute dès J2 après 

l’inoculation et se poursuit au moins jusque J56 [92]. Dans notre étude, nous n’avons 

recherché l’IFNγ qu’à partir de J13, au pic d’hyperthermie. 

 
 

4.4.2.2 Rôle de l’IFNγ, du TNFα et de l’IL-10  

4.4.2.2.1 Selon les voies d’inoculation 

Selon la voie d’inoculation, la production des différents médiateurs cellulaires solubles 

n’est pas la même. En effet, l’étude d’un modèle murin d’infection par Ehrlichia montre que 

lors d’inoculation par voie intradermique, on observe une forte production d’IFNγ par les 

lymphocytes Th1 CD4+ dans la rate, alors que par voie intrapéritonéale, la réponse cellulaire 

est beaucoup plus faible et est suivie d’une forte production de TNFα et d’IL-10, incapable de 

diminuer la production de TNFα comme cela est observé lors d’infection par des bactéries 

possédant un LPS (lipopolysaccharide). L’inoculation par voie intrapéritonéale induit en outre 
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des symptômes cliniques et une nécrose hépatique beaucoup plus importants que l’inoculation 

par voie intradermique. Le TNFα et l’IL-10 semble donc jouer un rôle dans la pathogénie 

d’une ehrlichiose sévère [90]. 

 

4.4.2.2.2 Sévérité des symptômes et quantité de TNFα produit par les 

CD8+ 

De même, une étude de laboratoire menée sur des souris a montré que la sévérité des 

symptômes au cours de l’ehrlichiose est liée à la quantité de TNFα produit par les CD8+ [53]. 

En effet, les souris ne possédant pas de récepteurs au TNFα sont plus résistantes à une 

inoculation par voie intraveineuse d’une forte dose d’une souche très virulente d’Ehrlichia 

spp. Chez ces souris, on observe une augmentation rapide de la production d’IL-10, et une 

production plus importante d’IFNγ que chez les souris témoins. Le TNFα et ses récepteurs 

participent donc à la sévérité des lésions tissulaires, au contrôle de la charge bactérienne, et à 

la régulation des facteurs anti-inflammatoires tels que l’IFNγ [53]. 

 

Une seconde étude confirme le rôle aggravant du TNFα contrairement à l’IFNγ et à 

l’IL-10 lors d’infection expérimentale par Ehrlichia spp. [100]. 

 

L’augmentation des lymphocytes T CD8+, responsables de la production de TNFα, est 

donc liée à l’apparition des symptômes et des lésions observées notamment au niveau du foie. 

 

L’IFNγ stimule la production d’anticorps en mettant au repos ou en activant les 

lymphocytes B. Il est capable de stimuler la production de TNFα et de TGFβ. Au contraire, 

les IFNα et β inhibent la sécrétion des principales cytokines pro-inflammatoires (IL-1, TNFα 

et IL-8) et stimulent la sécrétion de deux cytokines anti-inflammatoires (IL-10 et TGFβ) [4]. 

 

L’IFNγ et le TNFα exercent également un effet anti-bactérien en induisant la synthèse 

de monoxyde d’azote (NO) [34]. 
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4.4.2.3 Rôle du traitement immunomodulateur 

Le Glisodin® augmente les activités des enzymes SOD, catalase et Gpx circulantes. Il 

augmente également la production spécifique de lymphocytes T helpers de type 1 (Th1) ainsi 

que l’expression de l’INFγ et de l’IL-4, et stimule la réponse en IgG. En revanche, la 

production d’IgE (allergiques) reste marginale et la production d’IgA n’est pas modifiée, ce 

qui renforce l’hypothèse d’une action immunomodulatrice de Glisodin®. Cette action pourrait 

résulter d’une activation des cellules de présentation de l’antigène (CPA) par la combinaison 

gliadine-SOD. Cette activation entraînerait une libération d’oxyde nitrique (NO) et de H2O2, 

qui entraînerait à son tour une activation de la catalase et de la Gpx, suivie d’une activation de 

l’expression des cytokines INFγ et IL-4. La réponse immunitaire serait alors polarisée par les 

CPA activées vers une réponse de type Th1 [67]. 

 

En conséquence, le chien C aurait donc du produire une réponse immune cellulaire 

plus importante, et une réponse immune à médiation humorale plus précoce que les chiens A 

et B, mais ceci n’a pas été vérifié lors de notre étude. En revanche, les résultats du Spot test 

confirment l’augmentation de production de l’IFNγ chez le chien C (cf. Figure 30). 

 

4.5 Echappement d’Ehrlichia canis à la réponse immune de l’hôte 

4.5.1 Facilitation du développement intracellulaire 

Les monocytes/macrophages sont capables de reconnaître certaines protéines de la 

membrane bactérienne, tels que le lipopolysaccharide (LPS) ou les peptidoglycanes, et sont 

ainsi susceptibles, par un phénomène de réponse immune innée, d’éliminer les 

microorganismes envahissants [83]. A. phagocytophilum et E. chaffeensis ont perdus tous les 

gènes requis pour la synthèse du LPS, et la plupart des gènes nécessaires à la biosynthèse des 

peptidoglycanes [59].  

 

Cette évolution permet à ces bactéries de pénétrer plus facilement à l’intérieur des 

cellules cibles, sans être reconnues. E. canis possède ces mêmes caractéristiques [64]. 

 

Une fois à l’intérieur des cellules hôtes, E. chaffeensis et A. phagocytophilum 

modifient activement les protéines de l’hôte nécessaires à leur réplication. Elles peuvent 

également moduler le trafic vésiculaire de la cellule hôte et ainsi échapper à la fusion 
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lysosomiale [70, 82]. Ceci est particulièrement important pour ces bactéries qui se 

développent exclusivement dans des cellules contenant de nombreux lysosomes. 

 

4.5.2 Dépendance vis-à-vis du fer 

Des études ont montré que les Ehrlichiae ont accès à un pool de fer cytoplasmique 

sans toutefois produire de sidérophores à forte affinité pour le fer intracellulaire [3]. 

 

Les Ehrlichiae, telles que E. chaffeensis, accumulent des récepteurs à la transferrine 

(TfRs) [70]. Ces récepteurs ne sont pas présents au moment de l’entrée des bactéries dans les 

cellules, mais sont progressivement détournés et accumulés au niveau des corps d’inclusion 

jusqu’à ce que la plupart des TfRs cytoplasmiques soient localisés à cet endroit [59, 82]. En 

effet, trois heures après l’infection, on ne retrouve pas de TfRs dans la plupart des corps 

d’inclusion, mais six heures après l’infection, toutes les inclusions possèdent des TfRs dont le 

nombre augmente pendant les trois premiers jours. Cette accumulation sélective des TfRs au 

niveau des inclusions est due à une augmentation de l’expression de leur ARNm par les 

bactéries [3]. 

 

L’entrée des Ehrlichiae dans la cellule cible, leur prolifération et la production de 

protéines spécifiques, nécessitent l’augmentation de l’expression de l’ARNm des TfRs de la 

cellule hôte [3]. 

 

4.5.3 Diminution de l’activation et de la différenciation leucocytaire  

E. chaffeensis active la production de cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-8 et 

l’IL-1b, et entraîne une augmentation retardée de l’expression des gènes du TNFα, de l’IL1β 

et de l’IL-6 dans les neutrophiles infectés [83]. 

 

Par ailleurs, l’infection par E. chaffeensis provoque une diminution de l’activité du 

facteur de transcription spécifique du système hématopoïétique (PU.1) qui agit 

spécifiquement pour la différenciation des promyélocytes en neutrophiles et monocytes [60]. 

L’induction de la différenciation des cellules myéloïdes immatures vers la voie monocytaire 

est stimulée par l’IFNγ seul ou associé au TNFα [4].   
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Les Ehrlichiae semblent donc capables d’empêcher ou de retarder la signalisation 

cruciale des voies d’activation et de différenciation des phagocytes de l’hôte [83]. 

 

4.5.4 Echappement au rôle protecteur de l’IFNγ : la réduction du pool ferreux 

des macrophages 

L’IFNγ a un rôle protecteur lors d’infection par Ehrlichia spp. chez la souris [52]. 

 

En médecine humaine, un traitement à bas d’IFNγ permet de réduire considérablement 

le pool ferreux disponible dans les monocytes en diminuant le nombre de TfRs de surface. 

Ceci permet une inhibition d’E. chaffeensis [3]. Ce traitement est efficace si l’IFNγ est 

administré avant ou au tout début de l’infection, mais si celui-ci est administré après 

l’établissement de l’infection, le traitement devient inefficace [3]. Or, après six heures, toutes 

les inclusions intracellulaires sont dotées de TfRs et sont capables de spolier le fer cellulaire 

(cf. 4.5.2). 

 

E. chaffeensis et A. phagocytophilum sont capables de stabiliser les récepteurs à la 

transferrine par un facteur de réponse au fer, de manière à contrer l’effet de l’IFNγ [83]. 

 

4.5.5 Inhibition de l’apoptose cellulaire 

L’apoptose est un mécanisme important pour la destruction des organismes 

pathogènes intracellulaires [83]. 

 

A. phagocytophilum est capable d’inhiber l’apoptose des neutrophiles humains, ce qui 

lui laisse le temps de se multiplier et de former des morulae [102]. Ce phénomène est induit 

par l’inhibition de l’expression de la famille de gène anti-apoptose de la cellule [39]. 

 

Les agents granulocytaires et monocytaires inhibent l’apoptose de leurs cellules hôtes 

respectives pour prolonger leur survie et celle de la cellule hôte [83].  
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4.5.6 Modification de l’expression des récepteurs du CMH 

Les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) sont des 

glycoprotéines membranaires capables de présenter des antigènes aux cellules T. Les 

récepteurs du CMH I sont présents sur toutes les cellules nucléées et interagissent avec les 

CD8+ (lymphocytes T cytotoxiques). Les récepteurs du CMH II se trouvent sur les cellules du 

système immunitaire (lymphocytes B, macrophages, cellules dendritiques) mais peuvent être 

exprimés par d’autres types de cellules (cellules épithéliales ou endothéliales) dans les lésions 

inflammatoires [31]. Contrairement à l’homme et à la souris, les récepteurs du CMH II sont 

présents sur presque tous les lymphocytes canins [33]. 

 

Les molécules du CMH II interagissent avec les Th1 et Th2 et sont reconnus comme 

des molécules de transduction du signal qui régulent les fonctions des macrophages [31].  

 

Une étude menée par HARRUS et al., in vitro, sur des cellules DH82 infectées par E. 

canis, a montré une diminution importante des récepteurs du CMH II ce qui suggère que la 

présentation des antigènes d’E. canis aux cellules CD4+ est compromise. Une plus faible 

diminution des récepteurs du CMH I a été observée ce qui montre que la présentation des 

antigènes aux lymphocytes T CD8+ cytotoxiques est également affectée mais de façon 

moindre [47]. 

Au contraire, l’IFNγ est capable d’induire une augmentation de l’expression du 

CMH II dans les monocytes/macrophages [85]. 

 

 

 

En conclusion, ces données suggèrent l’existence de nombreux mécanismes de survie, 

de persistance et d’évasion d’E. canis au système immunitaire. 
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4.5.7 Comparaison avec le mode d’échappement de Leishmania spp. : le rôle du 

TGFβ et de l’IL-10 

Leishmania spp. a la grande capacité d’inactiver sa cellule hôte, le macrophage. Une 

des façons que le parasite utilise pour y parvenir est l’induction de molécules 

immunosuppressives telles le TGFβ, l’IL-10 et les métabolites de l’acide arachidonique.  

 

La production du TGFβ est induite par plusieurs espèces de parasite in vitro (chez les 

macrophages) et in vivo [8]. 

 

Cette cytokine semble inhiber l’action microbicide du macrophage et probablement la 

production d’IFNγ par les cellules NK. 

 

L’IL-10, une autre cytokine anti-inflammatoire, est aussi produite par les macrophages 

infectés par Leishmania spp. in vitro. Cette production serait responsable de la suppression de 

l’activité microbicide du macrophage, de la production de cytokines (IL-1, IL-12, TNF) et de 

l’expression de molécules de co-stimulation (B7.1/2) [19]. La liaison du parasite au récepteur 

de la portion Fc des immunoglobulines G pourrait causer cette induction [91]. L’IL-10 semble 

essentielle à la survie des parasites chez la souris. En effet, des souris transgéniques dont les 

cellules présentatrices d’antigènes surexprimaient l’IL-10 étaient incapables de contrôler 

l’infection par Leishmania spp. [56]. 

 

Leishmania spp. est responsable de l’inhibition de plusieurs fonctions du macrophage 

dépendantes de l’IFNγ de même que de plusieurs voies de signalisation dépendantes de la 

phosphorylation de résidus tyrosines [37]. 

 

Il s’avère donc que la comparaison des modes d’échappement mis en œuvre par 

Leishmania spp. et Ehrlichia spp. pourrait permettre d’émettre de nouvelles hypothèses quant 

à la survie d’E. canis dans les monocytes canins. 
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CONCLUSION 

 

 

La pathogénicité d’Ehrlichia canis, agent de l’ehrlichiose monocytaire canine, reste 

encore mal définie. Les études récentes, mettant en application les nouvelles techniques de la 

biologie moléculaire et de l’immunologie, permettent de préciser certaines hypothèses et 

ouvrent la voie à de nouvelles investigations. 

 

Notre étude avait pour objectifs de confirmer la pathogénicité de la souche Borgo 89 

d’Ehrlichia canis, d’étudier certains aspects de la réponse immunitaire induite par l’infection, 

et enfin d’évaluer l’efficacité de la mise en place d’un traitement à visée immunomodulatrice 

associé au traitement habituel à base de doxycycline. 

 

Quatre passages successifs sur chiens confirment la pathogénicité de la souche étudiée. 

En effet, tous les chiens ont développé une ehrlichiose aiguë, en moyenne douze jours après 

l’inoculation, associée à une réponse anticorps dont l’optimum était atteint 15 à 20 jours après 

l’inoculation. 

 

L’efficacité du traitement à base de doxycycline, complété ou non de l’adjonction d’un 

anti-oxydant (superoxyde dismutase), est restée très difficile à évaluer en raison du faible 

nombre d’animaux traités. Aucune différence significative dans le développement de la 

maladie et dans la phase de guérison clinique n’a été observée. La poursuite de cette étude sur 

un nombre plus important de chiens pourrait permettre d’obtenir des informations 

complémentaires. Par ailleurs, il pourrait être intéressant d’évaluer le rôle de 

l’immunomodulateur sur des chiens non traités à la doxycycline et susceptibles de développer 

une ehrlichiose chronique. 

 

Enfin, une production d’IFNγ a été mise en évidence dès le onzième jour post-

inoculation. Ce résultat confirme l’existence d’une réponse immune de type Th1 qui intervient 

très tôt dans la maladie. 
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Au cours de ce travail, la pathogénie de la thrombopénie a également été abordée. Les 

recherches d’anticorps anti-plaquettes réalisées sur plusieurs échantillons des trois premiers 

chiens ont permis de confirmer l’existence d’un phénomène immunologique dans la 

destruction plaquettaire dès le dixième jour post-inoculation. 
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immune à médiation cellulaire et la présence d’anticorps anti-plaquettes ont été confirmées. 
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