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Introduction

Les affections respiratoires du cheval constituent une dominante pathologique en médecine
équine. Elles peuvent étre subcliniques et sources de contre-performance, mais aussi responsables
de maladies plus graves, affectant la santé et la qualité de vie du cheval. Ces affections constituent
la deuxieme cause de réforme du cheval de course, apres les boiteries. Les maladies les plus
fréquemment rencontrées sont I'asthme équin, ’lhémorragie pulmonaire induite a I'exercice et le
syndrome d’inflammation trachéale.

L'asthme équin est une inflammation des voies respiratoires profondes, qui peut étre modéré ou
sévere, et caractérisé par des contre-performances, une toux plus ou moins fréquente et des
difficultés respiratoires au repos dans sa forme sévere. Les asthmes équin et humain partagent de
nombreuses caractéristiques communes, ce qui rend ces maladies comparables entre elles. Chez
I’'homme, les levures et champignons ont un impact bien décrit, agissant a la fois comme des agents
sensibilisants et aggravants de I'asthme (Denning et al. 2014).

Certaines études récentes s’intéressent a la présence de ces moisissures dans les voies respiratoires
des chevaux. En effet, elles seraient présentes dans la trachée de 79% des chevaux lors d’examen
cytologique et 55% des chevaux lors de culture fongique (Dauvillier, Ter Woort, van Erck-
Westergren 2019). Cependant, I'incidence clinique de ces moisissures reste incertaine.

L’objectif de cette étude était donc de réaliser un grand nombre de prélevements et
d’analyses respiratoires sur des chevaux a I'entrainement, mais aussi sur des chevaux référés pour
des problémes respiratoires au Centre International de Santé du Cheval d’Oniris (CISCO), afin de
comparer les différentes méthodes de détection des éléments fongiques et d’étudier
leur prévalence dans les différents segments de I'arbre respiratoire. Ces résultats devraient
permettre d’étudier ultérieurement I'implication des moisissures dans I'asthme équin.

Il s’agira donc tout d’abord de déterminer la prévalence d’éléments fongiques dans les voies
respiratoires des chevaux, puis de comparer deux méthodes de détection, la cytologie et la culture
fongique, et de comparer les différents lieux de prélevement, trachée et poumon. Enfin nous
rechercherons d’éventuels facteurs prédisposants a la présence de ces éléments fongiques dans les
voies respiratoires.

Nous présenterons d’abord les matériels et méthodes employés afin de réaliser cette étude, puis
les résultats obtenus seront détaillés en deuxiéme partie. Enfin, nous discuterons des apports de
cette étude et confronterons nos résultats a la bibliographie.
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| - Matériels et méthodes

1. Matériels

Ce travail de these a exploité des données expérimentales obtenues sur le terrain.

A. Critéres d'inclusion

Cette étude expérimentale a été réalisée sur le terrain. Les chevaux inclus dans cette étude étaient
répartis en deux groupes ; des trotteurs francais a I’entrainement et des chevaux référés au Centre
International de Santé du Cheval d’Oniris (CISCO) pour exploration de problémes respiratoires.

Le premier groupe était constitué de Trotteurs Francais, a I'entrailnement au moment des
prélevements. Ces chevaux étaient soit des animaux sains, soit des chevaux ayant un historique de
contre-performance, et ne présentaient aucun signe clinique évident de maladie respiratoire. Les
prélevements ont été réalisés sur 82 chevaux, étalés sur 15 journées, entre février 2020 et janvier
2023. Chaque journée a permis de prélever 6 chevaux. Parmi ceux-la, 8 chevaux ont été prélevés
deux fois, a un an d’intervalle. Ce premier groupe comprenait donc 90 prélévements. Le deuxieme
groupe était constitué de 84 chevaux, de race, d’age et de niveau d’activité variables, référés au
CISCO pour des problémes respiratoires, présentés entre mars 2020 et avril 2023. A chaque session
de prélévement, le personnel du laboratoire Labéo - Franck Duncombe® était présent sur place afin
de traiter les échantillons immédiatement et accélérer les analyses. Les examens, prélevements et
analyses réalisés sur les deux groupes de chevaux étaient les mémes et les délais d’acheminement
et de traitement des prélevements étaient comparables. La population était donc composée de 166
chevaux, totalisant 174 prélevements.

Aucun critére d’exclusion n’a été retenu dans le cadre de cette étude, dont le protocole a recu
I’'approbation du comité d’éthique d’Oniris (numéro : CERVO-2020-3-V).

B. Examen clinique

Un examen clinique complet a été systématiquement réalisé sur tous les chevaux de |'étude.

Cet examen comprend la prise de température rectale, une auscultation cardio-pulmonaire avec
mesure des fréquences respiratoire et cardiaque, mais aussi I'examen des muqueuses, la palpation
des nceuds lymphatiques sous-mandibulaires et un examen des voies respiratoires (présence ou
absence de toux et de jetage nasal). Par ailleurs, une note d’état corporel, évaluée sur 5, a été
attribuée a chaque cheval. Ces données ont été rassemblées sur la fiche de demande d’analyse,
présentée en Annexe 1.
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C. Test d’hyperventilation forcée

Le test d’hyperventilation forcée ou « test au sac », permettant d’augmenter la sensibilité de
I'auscultation pulmonaire chez le cheval, a été systématiquement réalisé dans cette étude.

Lors du test, un sac était placé de facon hermétique sur les naseaux du cheval sans les obstruer,
pendant une minute, puis était retiré. L’hypercapnie générée se traduit par une augmentation de la
fréquence et de I'amplitude respiratoire, permettant une auscultation plus fine lorsque le sac est en
place mais surtout pendant la phase de récupération.

La tolérance, la rapidité de retour a une respiration normale, I'induction d’une toux, les éventuels
crépitements, sifflements ou rales trachéaux ont été notés et rapportés sur la fiche de demande
d’analyses.

Figure 1 - Photographie montrant la mise en place du sac pour la réalisation du test d’hyperventilation
forcée (crédit photo : Dr Pauline Barbazanges)

D. Prise de sang et analyses hémato-biochimiques
Une prise de sang a été réalisée sur chaque cheval, préalablement a toute sédation.
L’échantillon a été récolté a la veine jugulaire droite ou gauche indistinctement, avant tout examen.

Une numération, une formule sanguine ainsi qu’une analyse biochimique ont été réalisées.

Les parametres hémato-biochimiques mesurés sur la prise de sang sont présentés dans les tableaux
let2.
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Tableau 1 - Paramétres hématologiques

Numération Globulaire Hématies

Leucocytes

Hémoglobine

Hématocrite

Volume Globulaire Moyen

Concentration Corpusculaire Moyenne
en Hémoglobine

Teneur Corpusculaire Moyenne en
Hémoglobine

Formule sanguine Polynucléaires Neutrophiles

Polynucléaires Eosinophiles

Polynucléaires Basophiles

Monocytes

Grands lymphocytes

Petits lymphocytes

Numération des plaquettes Plaquettes

Tableau 2 - Paramétres biochimiques

Acides biliaires

Bilirubine

Glutamate déshydrogénase

Créatine phosphokinase

Créatinine

Gamma-glutyltransférase

Protéines

Albumine
Transaminase GOT — ASAT
Urée

Fibrinogéne

E. Fiche de demande d’analyses — Commémoratifs

Pour chaque cheval inclus dans I'étude, une fiche de demande d’analyses a été remplie, afin de
récolter les informations liées aux prélevements, mais aussi l'identité du cheval ainsi que les
commémoratifs et I'anamnese.

Les informations suivantes ont été recueillies par des champs a remplissage libre, ou bien par des
cases a cocher et rassemblées sur la fiche d’analyse. La fiche utilisée est présentée en Annexe 1.
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Identification de I'animal :

Nom complet du cheval

Numéro d’identification (n° SIRE), race, sexe, date de naissance
Nom et adresse du propriétaire

Environnement et alimentation :

Hébergement : Box, pré, paddock, mixte

Litiere : Paille, Copeaux, Autre

Fourrage : foin sec, foin trempé, foin stérilisé, enrubanné, présentation en filet, présentation
aterre

Suppléments : céréales, concentrés (granulés, mash,...), compléments

Entrainement et activité
Repos

Entrainement
Compétition (type)
Nombre de départs
Classement

Signes cliniques

Dyspnée

Toux : rare, fréquente, début d’exercice
Jetage : séreux, muqueux, purulent
Dilatation des naseaux
Contre-performance

Intolérance a I'effort

Epistaxis

Autres

Examen clinique et endoscopie

Etat corporel (/ 5)

Température rectale

Fréguence cardiaque

Frégquence respiratoire

Pharyngite (/ 4)

Larynx

Poches gutturales

Aspect des muqueuses : normales, congestionnées, pdles, cyanosées, jaunes-orange, TRC
Ganglions sous-mandibulaires : non palpables, palpables, hypertrophiés, douloureux
Courbe respiratoire



e Auscultation au sac:
Tolérance : bonne, mauvaise
Temps de récupération : normal, augmenté
Crépitements : léger, modéré, marqué
Sifflements : Iéger, modéré, marqué

e Toux déclenchée : au sac, a I'endoscopie

e Sangtrachéal (/ 4)

e Mucus trachéal (/ 5)

e Autres

Prélévements :
Volumes récupérés :
Poches gutturales : gauche et droite
Lavage trachéal
Lavages broncho-alvéolaires : gauche et droit

Analyses demandées
Prise de sang :
Hématologie et biochimie
Cytologie (coloration MGG) :
Mélange des poches gutturales, lavage trachéal, lavages broncho-alvéolaires droit, gauche
et mélangés
Bactériologie :
Lavage trachéal
Mycologie :
Mélange des lavages des poches gutturales, lavage trachéal, mélange des lavages broncho-
alvéolaires
Biologie moléculaire :
PCR Streptococcus equi : mélange des poches gutturales
PCR virus respiratoires (8 valences) : lavage trachéal

F. Endoscopie des voies respiratoires

Une endoscopie respiratoire a été réalisée systématiquement. Les chevaux ont le plus souvent été
sédatés a I'aide de détomidine (10 ug/kg par voie intraveineuse) et éventuellement de butorphanol
(10 a 20 pg/kg par voie intraveineuse), selon leur tempérament mais aussi selon le délai avant la
course ou compétition suivante. En effet, il est nécessaire d’appliquer un temps d’attente
réglementaire entre I'usage de sédatifs et les compétitions sportives, afin que ces molécules soient
compléetement éliminées de I'organisme, leur usage étant interdit en compétition.
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Un vidéoendoscope respiratoire de marque AOHUA ®, lors de déplacement dans les écuries, ou bien
OLYMPUS® au CISCO, de 120 cm de longueur a été inséré dans le naseau droit ou gauche
indifféremment, et des images photographiques ont été enregistrées.

Le pharynx a également été inspecté : permettant d’évaluer le degré de pharyngite a 'aide d’une
note sur 4. Le larynx et les poches gutturales ont été visualisés, ce qui a permis de noter
d’éventuelles anomalies. Celles-ci ont été reportées sur la fiche de demande d’analyses, notamment
en cas d’hémiplégie laryngée. Puis I'endoscope a été inséré dans la trachée, permettant ainsi de
constater la présence ou 'absence de sang et d’évaluer la quantité de mucus présent dans cette
derniere. Enfin, la carene a également été visualisée.

Le grade de pharyngite a été évalué sur une échelle de 0 a 4 (Raker, Boles 1978; Auer, Wilson,
Groenendyk 1985), présentée dans le Tableau 3.

Tableau 3 - Echelle de notation du degré de pharyngite folliculaire hyperplasique

Grade Description
0 Pas de pharyngite
1 Quelques petits follicules blancs et inactifs, localisés sur la paroi

dorsale du pharynx

2 Nombreux petits follicules blancs, s’étendant latéralement aux
parois du pharynx

3 Nombreux follicules rosés et blancs, proches les uns des autres,
couvrant entierement les parois dorsale et latérales du pharynx. lls
envahissent toute la paroi muqueuse du pharynx

4 Les follicules apparaissent plus large et plus cedématiés que dans le
grade 3, et couvrent la méme surface. lls peuvent s’étendre jusque
dans les poches gutturales et des lésions similaires a des polypes

peuvent émerger de la muqueuse
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Le score de mucus trachéal a été évalué selon une échelle de 0 a 5 (Gerber et al. 2004) présentée
dans le Tableau 4.

Tableau 4 - Echelle de notation de I'abondance du mucus trachéal

Grade Description

0 Absence de mucus visible

Quelques petites gouttes individuelles

Multiples gouttes, plus larges, non confluentes

Mucus confluent en région ventrale

Mucus confluent, formant des flaques

NI WIN|PF

Mucus en quantité profuse, sur toute la longueur de la trachée

Entre chaque cheval, 'endoscope a été nettoyé, désinfecté et rincé, selon les recommandations du
fabricant, afin d’éviter de potentielles contaminations croisées.

G. Prélevements respiratoires

Les prélevements respiratoires réalisés sont les suivants : écouvillons naso-pharyngés, lavage des
deux poches gutturales, lavage trachéal, lavage broncho-alvéolaire des poumons droit et gauche. Ils
ont ensuite été traités directement par le personnel du laboratoire présent sur place : ils ont été
centrifugés et répartis en différents aliquots, certains en vue d’analyses immédiates, d’autres
conservés dans le cas ou des analyses supplémentaires seraient nécessaires.

Figure 2 - Photographie montrant l'installation de I'équipe vétérinaire et de I'équipe du laboratoire dans les
écuries (crédit photo : Dr Margot Cessans)
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Ecouvillon naso-pharyngé

Avant le passage de I'endoscope, des écouvillons naso-pharyngés ont été réalisés dans chaque
narine a 'aide d’un écouvillon (environ 30 cm) inséré dans le méat nasal ventral du naseau
correspondant puis mis en rotation et extrait de la narine.

Lavage des poches gutturales

Les poches gutturales droite et gauche ont été lavées successivement. Une fois I'endoscope inséré
dans la poche gutturale, 40 mL de solution de sérum physiologique tiédie (Chlorure de sodium a
0,9%, placé dans une étuve a 37°C) sont injectés, par le biais d’'un cathéter stérile a double lumiére
a usage unique.

Ce liquide a ensuite été réaspiré par la méme voie afin d’évaluer le volume extrait ainsi que son
aspect macroscopique. La procédure a été répétée dans la seconde poche gutturale. Les deux
lavages ont ensuite été mis en commun dans une bouteille stérile de 125 mL, a partir de laquelle
ont été prélevés 4 mL de solution dans un tube EDTA et deux fois 10 mL dans deux tubes stériles de
15 mL chacun.

Lavage trachéal

Un lavage trachéal a ensuite été systématiquement réalisé. Une fois dans la trachée, 40 mL de
solution de sérum physiologique tiédie ont été injectés, par le biais d’un cathéter stérile.
L’endoscope a ensuite été avancé afin de réaspirer le liquide. Le volume récupéré ainsi que I'aspect
macroscopique du liquide ont été notés. Sur ce volume, 4 mL ont été disposés dans un tube EDTA
et deux fois 5 mL dans des tubes stériles de 15 mL.

Figure 3 - Photographie de trachée réalisée par endoscopie lors d’un lavage trachéal (Crédit photo CISCO)
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Lavage broncho-alvéolaire

Les lavages broncho-alvéolaires ont été réalisés a I'aide d’un vidéoendoscope AOHUA® ou
OLYMPUS® de 320 cm de longueur. Il a été introduit 13 aussi par I'un des deux naseaux, puis dans la
trachée, et enfin dans I'un des deux poumons au niveau de la caréne puis a été enfoncé au
maximum. Par le biais du canal opérateur de I’endoscope, 250 mL de solution de sérum
physiologique stérile tiédie ont été injectés et réaspirés, en prenant soin de jeter les premiers 20 mL
réaspirés, correspondant au volume résiduel dans le canal. L'opération a été répétée une deuxieme
fois: 500 mL de solution ont donc été injectés dans le premier poumon. 60 mL de sérum
physiologique stérile sont alors injectés afin de rincer I’endoscope. L’endoscope a ensuite été reculé
jusqu’a la caréne et introduit dans le poumon controlatéral. La procédure précédemment décrite a
été répétée pour ce poumon, afin d’atteindre un volume total instillé de 1 L. Les volumes récoltés
et 'aspect macroscopique des liquides obtenus ont été notés. Pour chaque poumon, le liquide de
lavage a été collecté dans une bouteille de 500 mL, a partir de laquelle ont été prélevés 4 mL de
liquide dans un tube EDTA. Puis un mélange correspondant au prorata des volumes récoltés lors des
deux lavages a été constitué.

Le volume final de mélange M était de 100 mL, composé de x” mL du LBA droit et y’ mL du LBA
gauche, avec x et y les volumes récoltés des LBA droit et gauche.

Soit :

M=x"+y =100 mL

X' =100* [x / (x+y) ]

y =100* [y / (x+y) ]

Sur le mélange ainsi obtenu, 4 mL ont été placés dans un tube EDTA, et 10 mL dans un tube de 15
mL.

H. Analyses réalisées

Sur tous les prélévements, une analyse cytologique a été réalisée systématiquement. Une culture
fongique a été réalisée sur le mélange des poches gutturales, sur le lavage trachéal et le mélange
des LBA. Une culture bactériologique a été réalisée sur le lavage trachéal, et certaines bactéries ou
virus ont été recherchés sur le mélange des poches gutturales (Recherche de I'agent de la gourme),
et sur le lavage trachéal (8 virus respiratoires ainsi que les mycoplasmes). Ces analyses effectuées
par le laboratoire Labéo — Frank Duncombe® sont rassemblées dans le Tableau 5.

Le prélevement conservé dans un flacon EDTA (éthyléne diamine tétra-acétique) est utilisé pour les
cytologies. Les analyses microbiologiques ont quant a elles été réalisées a partir des tubes stériles
remplis sur le terrain.
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Tableau 5 - Synthése des analyses réalisées sur les différents prélevements

Cytologie | Mycologie | Bactériologie Biologie
moléculaire

Mélange des Oui Oui Oui (PCR
poches Streptoccocus equi
gutturales equi)*

Oui Oui Oui (avec Oui (8 virus
Lavage trachéal antibiogrammes en cas | respiratoires et

de résultats positifs mycoplasmes)

Mélange des LBA | Oui Oui
LBA droit Oui
LBA gauche Oui

Cytologie

Pour chaque préléevement, une analyse macroscopique a été réalisée. La couleur, la consistance et
la transparence étaient décrits. Pour I'analyse cytologique, deux lames étaient préparées, la
premiere étant un étalement direct, la deuxieme une concentration des cellules.
Pour cette derniere, le prélevement était cytocentrifugé. 300 microlitres de mélange de lavage et
d’eau physiologique étaient centrifugés a I'aide d’une cytocentrifugeuse, sur des lames spécifiques,
a la vitesse de concentration de 800 tours par minute pendant 10 minutes. Les deux lames ont été
colorées au May-Griinwald-Giemsa (MGG). L'abondance cellulaire dans les prélevements était
notée, et selon celle-ci, la cytologie était lue soit sur I'’étalement direct, soit sur la concentration des
cellules. Dans les deux cas, la lecture était faite sur 300 cellules. Les lames étaient par ailleurs
préparées le méme jour que le prélevement. Les différentes proportions cellulaires observées
étaient renseignées, ainsi que la présence de différents éléments fongiques : spores et hyphes,
libres ou phagocytés. La présence de bactéries et/ou d’hématies était également notée. Selon les
proportions des différents types cellulaires, un cytodiagnostic a pu étre établi.
Dans le cas du lavage trachéal, le cytodiagnostic était établi comme suit :
- Au-dela de 20% de polynucléaires neutrophiles : inflammation trachéale et Syndrome
d’inflammation trachéale (SIT).
- Au-dela de 70% de PN : Inflammation trachéale sévere.
- Rapport hémosidérrophages / macrophages > 20% : diagnostic d’hémorragie pulmonaire
induite a I'exercice (HPIE).

Dans le cas du LBA, les valeurs seuils employées sont détaillées dans le Tableau 6.
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Tableau 6 - Valeurs seuils utilisées pour la cytologie des lavages broncho-alvéolaires

Prélevement

LBA mélange

LBA gauche et droit

Polynucléaires

neutrophiles

< 9% : non inflammatoire
De 9 a 25% : inflammation
modérée

> 25% : inflammation sévere

<10% : non inflammatoire
De 10 a 25% : inflammation
modérée

> 25% : inflammation sévere

Polynucléaires > 5% : inflammatoire

éosinophiles

Mastocytes > 3% : inflammatoire

Hémosidérrophages /| >17% : HPIE

Macrophages

Ces valeurs ont été fixées selon recommandations des dernieres publications, et de la publication
de consensus sur I'asthme équin modéré (Couétil et al. 2016).

Mycologie

Les cultures fongiques ont été réalisées sur le lavage trachéal, le mélange des poches gutturales et
le mélanges des lavages broncho-alvéolaires.

Pour ce faire, différentes géloses ont été incubées pour tous les prélevements. L’incubation a duré
6 jours a 30°C. Deux géloses ont été mises en incubation pour un isolement direct (Sabouraud +
acitidione et Sabouraud + gentamicine) pour tous les prélevements.

Une gélose OGA (Oxytetracycline-Glucose-Yeast Extract Agar) est mise en incubation a partir du
lavage trachéal, afin de réaliser une quantification en masse des levures et moisissures.

Les identifications mycologiques sont

réalisées par une observation macroscopique et

microscopique pour tous les prélevements.

Bactériologie

Les analyses bactériologiques ont été réalisées sur le lavage trachéal. Les différents milieux et
conditions de culture sont synthétisés dans les tableaux 7 et 8.

Lorsqu’une croissance bactérienne était observée pour plus de 3 germes différents dans le méme
prélevement, I'identification n’était pas réalisée étant donné la forte probabilité que celui-ci ait subi
une contamination. La mention « flore polymorphe sans prédominance de germe » était alors notée
sur le compte-rendu.
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Tableau 7 - Les différents milieux de culture utilisés pour isolement direct

Milieu de | Température | Atmosphére | Durée Germes recherchés

culture d’incubation d’incubation

Bouillon 37°C 7% CO; 3 jours puis | Mycoplasma spp
mycoplasmes analyse PCR

Columbia 37°C Aérobie 48h Aide a la détermination des
sang de germes anaérobies stricts
mouton

Columbia 37°C Anaérobie 48h Germes anaérobies stricts
sang de

mouton

Tableau 8 - Les différents milieux de culture utilisés pour dénombrement

Milieu de | Température | Atmosphére | Durée Germes recherchés

culture et | d’incubation d’incubation

dilution

Columbia 37°C Aérobie 48h Bactéries aérobies

sang de (Streptococques, Staphylococques,
mouton Actinobacilles, Pasteurelles, etc...)
(dilution a

10* et 10°)

Columbia 37°C Aérobie 48h Controle de cohérence pour les
sang de dilutions a 10* et 10°

mouton

(dilution a

103)

Columbia 30°C Aérobie 48h Germes avec optimum de

sang de croissance a 30°C (Pseudomonas
mouton spp, Fluorescens)

(dilution a

10%)

EMB 37°C Aérobie 48h Entérobactéries, Pseudomonas spp
(dilution a

10* et 10°)

Chocolat 37°C 7% CO2 48h Bordetella bronchiseptica
(dilution a Nicoletella semolina

10%)
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Biologie moléculaire

Sur le mélange des poches gutturales, une recherche de I'agent de la gourme, Streptococcus equi
equi a été réalisée par PCR temps réel.

Sur le lavage trachéal, les virus respiratoires les plus fréquemment rencontrés ont été recherchés
par PCR temps réel aussi. Il s’agit donc des agents de la grippe équine (Equine influenza virus), des
herpésvirus (Equine herpesvirus : EHV-1, EHV-2, EHV-4 et EHV-5), mais aussi de I'adénovirus 1 et
des rhinovirus A et B.

Le virus de la grippe équine ainsi que les rhinovirus sont des virus a ARN. lls ont donc été recherchés
par RT-PCR temps réel.

La présence de mycoplasmes a aussi été diagnostiquée sur le lavage trachéal, par une PCR temps
réel aprés une période d’incubation de 3 jours sur un milieu spécifique (Tableau 5).

[. Prélévement de foin

Lors des sessions de prélévements dans les écuries d’entrainement des trotteurs, un échantillon de
foin était collecté pour une analyse bactériologique et mycologique par culture. Le foin prélevé était
celui avec lequel les chevaux prélevés étaient nourris.

Un échantillon d’environ 1 kg a été prélevé et mis a sécher une nuit a 37°C. Il a ensuite été broyé et
mis en culture. Un mélange de 20g de broyat et de 180 mL d’eau peptonée tamponnée a été
constitué, puis 1 mL de solution diluée a été mis en culture dans des géloses d’agar, dans le but de
compter la flore bactérienne totale. Les boites ont été placées en incubation a 37°C et les comptages
ont été réalisés aux 2°™¢ et 5°™ jour d’incubation. Parallélement, des géloses OGA ont été coulées
avec la solution précédente et incubées a 25°C, pour la culture mycologique. Les colonies mises en
évidences ont été isolées sur une gélose Sabouraud et incubées pendant 5 jours a 25°C, puis
identifiées par un étalement sur une lame colorée au bleu Trypan.
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2. Méthodes

A. Base de données

Les données obtenues sur la feuille de renseignements et les résultats fournis par le laboratoire ont
été centralisés sur un tableur. A ces données s’ajoutent la date de réception des prélévements par
le laboratoire et le groupe d’étude auquel appartient le cheval.

Le tableur a été réalisé a I'aide du logiciel Excel®, dans lequel une ligne correspondait a un cheval et
une colonne correspondait a un parametre. Un numéro de dossier associé a chaque prélevement a
permis d’anonymiser les résultats dans le cadre de notre étude. Toutes les données récoltées ont
été intégrées dans le tableur méme si elles n’ont pas toutes été utilisées pour cette étude.

Feuille de demande d’analyses

Les informations renseignées sur la feuille de demande d’analyses ont été ajoutées dans la banque
de données de I'étude. Les données qualitatives, de type présence ou absence, ont été codées
respectivement en 1 ou 0. Les données quantitatives, gradées, ainsi que les champs en remplissage
libre ont été ajoutés tels quels dans le tableur.

Résultats de laboratoire

Les résultats obtenus a I'issue des analyses par le laboratoire ont été retranscrits tels quels dans le
cas de parametres quantitatifs, et codés en 0 et 1 pour absence et présence dans le cas des
parametres qualitatifs. Lors de la cytologie, si certaines cellules étaient présentes en trop faible
guantité pour étre quantifiées mais que le clinicien souhaitait indiquer leur présence, une valeur de
0,5% pour ou 0,2% était arbitrairement attribuée selon qu’elles étaient respectivement « rares » ou
« tres rares ».

B. Outils graphiques

Les représentations graphiques des différents résultats exposées dans ce travail ont été réalisées a
I"aide des logiciels Excel® et Word® du pack Office®.

C. Outils statistiques

Les résultats statistiques présentés ont été interprétés soit directement sur Excel, soit a I’aide du
logiciel R®. R® est un logiciel d’analyse statistique des données en libre accés, permettant de réaliser
notamment des tests de corrélation, des tables de contingence, des régressions logistiques et les
représentations graphiques associées.
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Pour notre population d’étude, des statistiques descriptives sur Excel nous ont permis d’obtenir les
moyennes, écart-types, minimums et maximums, pourcentages et effectifs, pour tous les
paramétres étudiés. Les tests de corrélation et de mesure de I'accord ont été effectués sur R®.

La recherche de I'accord entre différents parametres, comme la comparaison des méthodes et des
sites de détection, a été faite a I'aide du coefficient Kappa de Cohen (K). Ce coefficient permet de
mesurer le degré d’accord entre deux observateurs, ou deux méthodes différentes sur un parametre
dans le méme échantillon. Sa valeur est comprise entre -1 et 1. Une valeur de -1 signe un désaccord
parfait entre les deux méthodes, une valeur de 1 signe un accord parfait. La valeur O correspond a
une absence d’accord : I'accord n’est pas meilleur que celui obtenu par le hasard. Le résultat est
interprété selon une grille permettant de qualifier le résultat obtenu. Il n’existe pas de grille
universelle. Nous avons choisi d’utiliser la grille de Landis et Koch, qui est souvent utilisée lors de
tests a seulement deux parametres comme dans notre étude. Cette grille est présentée ci-dessous
(Tableau 9).

Tableau 9 - Baréme de Landis et Koch pour l'interprétation du coefficient Kappa de Cohen

Valeur de K Qualification de I'accord
0-0,2 Accord tres faible
0,2-0,4 Accord faible
0,4-0,6 Accord moyen
0,6-0,8 Accord substantiel ou satisfaisant
0,8-1 Accord Excellent

Afin de tester le lien entre les différents facteurs environnementaux, les signes cliniques et les
résultats cytologiques du cheval, et la présence d’éléments fongiques dans les voies respiratoires,
des tests du Khi-deux ou de Fisher ont été réalisés. Si tous les effectifs du tableau de contingence
étaient supérieurs a 5, un test du Khi-deux était réalisé. Sinon un test de Fisher était réalisé. Ces
tests étaient réalisés sur le logiciel R. Une dépendance entre les deux variables était retenue lorsque
la p-value du test (probabilité que le résultat soit lié au hasard) était inférieur a 0,05.

Enfin, afin de rechercher les facteurs de risque de la présence d’éléments fongiques dans les voies
respiratoires du cheval, une régression logistique a également été réalisée. La régression étudie la
relation de dépendance entre différentes variables explicatives, et une variable a prédire. Pour ce
faire, chaque variable explicative est d’abord testée avec la variable a prédire. Les variables ayant
un lien statistique de dépendance sont ensuite testées ensemble, afin de les hiérarchiser. Les
variables retenues permettent alors de définir des facteurs de risque ou facteurs protecteurs
concernant la réalisation ou non de la variable a prédire. Les odds ratio obtenus définissent le risque
associé.
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Il - Résultats

Cette étude a permis de constituer une population de 166 chevaux, dont 8 chevaux prélevés deux
fois a plus d’un an d’intervalle, ayant ainsi permis d’obtenir 174 prélevements différents. Sur ces
174 prélevements initialement inclus, 3 ont d{ étre exclus pour des raisons de qualité. Ces derniers
présentaient une trop grande altération, qui peut étre lié a un délai d’acheminement trop long pour
gu’une interprétation fiable puisse étre réalisée. Finalement 171 prélevements ont constitué la
population décrite ci-dessous.

1. Description de la population d’étude

A. Age

Dans notre étude, I'age moyen des chevaux était de 8 ans, avec un écart-type de 5,3 ans, un
minimum de 2 ans et un maximum de 25 ans.
La répartition des chevaux est fonction de I'age et détaillée dans la figure 4.
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Figure 4 — Répartition du nombre de chevaux selon leur dge

B. Sexe

Sur les 171 chevaux inclus, la répartition des sexes était la suivante : 40 étaient des males, 66 des
hongres et 65 des juments (Figure 5).
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m Male = Hongre = Jument

Figure 5 — Répartition des sexes dans la population exprimée en pourcentage

C. Hébergement

L’'hébergement des chevaux était soit en box strict, soit en extérieur strict (pré ou paddock) soit
mixte, avec une alternance entre le box et le paddock.
22% (38/171) des chevaux étaient hébergés en box strict, 47% (80/171) en extérieur strict, et enfin

31% (53/171) avaient un hébergement mixte (Figure 6).

m Box m®m Paddock = Mixte

Figure 6 - Répartition des différents types d'hébergement dans la population
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D. Alimentation

Foin

Concernant le foin, différentes possibilités étaient rapportées sur la fiche de renseignement : foin
sec, trempé, stérilisé, et enfin enrubanné. Un total de 73% des chevaux était nourri avec du foin sec,
contre 14% avec du foin trempé, 8% avec du foin stérilisé et enfin 5% avec de I’enrubanné (Figure
7).

mSec ®mTrempé m Stérilisé Enrubanné

Figure 7 — Répartition des différents types de foin donnés au chevaux

E. Signes cliniques rapportés

Les signes cliniques rapportés étaient variables : dyspnée, toux, jetage, épistaxis, intolérance a
I'effort et contre-performance étaient parmi les propositions sur la fiche de renseignements. Les
signes les plus fréquemment rencontrés étaient le jetage (46%), la toux (41%), la dyspnée (31%), la
dilatation des naseaux (22%), I'intolérance a I'effort (20%) ainsi que la contre-performance (13%) et
I’épistaxis (3%).

La fréquence des signes cliniques rapportés est synthétisée dans la figure 8.
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Epistaxis [l 3%
Contre-performance |G 13%
Intolérance a I'effort | NG 0%
Dilatation des naseaux [N 2%
Dyspnée N 31%
Toux [N 41%
Jetage NN 6%

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40% 45% 50%

Figure 8 - Fréquence des signes cliniques rapportés dans la population

F. Examen clinique

L'examen clinique réalisé sur les 171 chevaux a permis d’obtenir une note d’état corporel moyenne
de 2,8/5 (+ 0,6), une température rectale moyenne de 37,3°C (+ 0,5), une fréquence cardiaque
moyenne de 42 (+ 7) battements par minute et une fréquence respiratoire de 23 (+ 10) mouvements
par minute.

Par ailleurs, les muqueuses étaient normales chez 89,5 % des chevaux examinés (153/171), pales
chez 6,5 % (11/171), et d’aspect congestif chez 4% (7/171) d’entre eux.

Les ganglions sous-mandibulaires n’étaient pas palpables chez 39,8% (68/171) des chevaux,
palpables sans hypertrophie chez 48,5% (83/171) et hypertrophiés chez 11,8% (20/171). Ils étaient
douloureux a la palpation chez 5% des chevaux (9/171).

La courbe respiratoire était anormale chez 48% des chevaux (67/140). Parmi ces derniers, 75%
(50/67) présentaient une dyspnée expiratoire caractérisée par une « ligne de pousse », 16% (11/67)
présentaient une dyspnée mixte inspiratoire (« tirage costal ») et expiratoire, et 9% (6/67)
présentaient une polypnée superficielle.

G. Test d’hyperventilation forcée

Le test d’hyperventilation forcée, couramment appelé « test au sac », a été réalisé sur 157 chevaux.
En effet, il n’a pas pu étre réalisé chez les chevaux peu coopératifs ou bien en dyspnée sévere.

Il a été bien toléré chez 89% des chevaux (139/157) et mal toléré chez 11% d’entre eux (18/157). Le
temps de récupération était normal chez 59% des chevaux (92/157) et augmenté chez 41% (65/157).
La présence de crépitements ou de sifflements a également été notée : des crépitements étaient
présents chez 60% des chevaux (94/157) et les sifflements chez 12% de la population (19/157). De
méme, la toux a été déclenchée chez 18% des chevaux (25/140) (Figure 9).
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Figure 9 - Fréquence des différentes anomalies rencontrées lors du test au sac.

H. Endoscopie

L’endoscopie réalisée dans cette étude a permis d’observer les cavités nasales, le pharynx et le
larynx mais aussi les poches gutturales, ainsi que la trachée et les bronches principales.

Ainsi, certaines affections fréquemment rencontrées ont pu étre décrites et gradées. C'est le cas de
la pharyngite folliculaire hyperplasique, de I’hémiplégie laryngée récurrente, et de la présence de
mucus trachéal.

Pharynx
L’évaluation du pharynx a permis d’obtenir un grade moyen de pharyngite folliculaire hyperplasique

de 1,7/4 (£ 1,5) sur les chevaux de I'étude. Les proportions des différents grades sont détaillées ci-
dessous (Figures 10 et 11).
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Figure 10 - Proportions des différents grades de pharyngite dans notre population

Figure 11 - Image endoscopique montrant une pharyngite folliculaire hyperplasique de grade 3 /4 (Crédit
photo CISCO)

Larynx

L’évaluation systématique du larynx a permis d’observer certaines anomalies : une hyperplasie
lymphoide est présente chez 6 chevaux sur 171 (3,5%) et une hémiplégie laryngée est mise en
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évidence sur 6 chevaux également (3,5%). De méme, deux chevaux présentaient un épaississement
des cartilages du larynx, et un cheval présentait une chondrite du cartilage aryténoide.

Poches gutturales

Lors de l'observation des poches gutturales, différentes anomalies ont été rapportés. 25
prélevements (14,6%) présentaient une hyperplasie lymphoide. Des sécrétions purulentes étaient
présentes dans 10 prélevements (5,8%), des sécrétions muqueuses ou floconneuses dans 8
prélevements (4,7%) et enfin des sécrétions mucopurulentes dans un seul prélevement (0,6%). Des
plages de mycose des poches gutturales ont été observées chez un seul cheval (0,6%). Ces résultats
sont présentés dans la figure 12.

Mycose 0,6%

Sécrétions mucopurulentes

0,6%

Sécrétions muqueuses/floconneuses 4,7%

Pus

5,8%

Hyperplasie lymphoide 14,6%

0% 2% 4% 6% 8% 10% 12% 14% 16%

Figure 12 - Fréquence des différentes anomalies observées dans les poches gutturales

Mucus trachéal
L’évaluation du score de mucus présent dans la trachée a permis d’attribuer une note gradée sur 5.

Le grade moyen obtenu dans la population d’étude est de 1,7/5 (+/- 1,2). Les proportions des
différents grades sont détaillées ci-dessous (Figures 13 et 14).
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Figure 13 - Proportions des différents grades de mucus trachéal dans notre étude

Figure 14 - Image endoscopique d’une trachée présentant un score de mucus trachéal de 5/5 (Crédit photo
CISCO)

I. Lavage des poches gutturales
Lors du lavage des poches gutturales, des prélevements ont été réalisés dans les poches gutturales

droite et gauche, avant d’étre mis en commun pour les analyses. Les analyses sont donc toutes
réalisées sur le mélange des lavages.
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Volumes récoltés

Le volume moyen récolté était de 30,8 (+ 8,3) mL pour la poche gutturale gauche et de 29,9 (+ 9,1)
mL pour la poche gutturale droite. Les minimums et maximums sont respectivement de 4 et 53 mL
a gauche et de 5 et 72 mL a droite.

Aspect macroscopique

L’aspect macroscopique des prélévements est rassemblé dans le tableau suivant (Tableau 10). Les
prélevements avaient majoritairement un aspect d’eau de roche ou translucide et étaient fluides.
Concernant la couleur et la transparence, une seule réponse était possible, mais concernant la
consistance, plusieurs réponses étaient possibles pour le méme prélevement.

Tableau 10 - Aspect macroscopique des lavages de poches gutturales ; couleur et transparence (en haut),
consistance (en bas)

Aspect Eau de roche | Translucide Blanchatre Opalescent | Trouble
Nombre de | 130 33 1 6 1
préléevements

Pourcentage de | 76% 19,2% 0,6% 3,5% 0,6%

la population

Aspect Fluide Légérement Muqueux Légérement | Floconneux
muqueux floconneux
Nombre de | 160 5 2 10 6
préléevements
Pourcentage 93,6% 2,9% 1,2% 5,8% 3,5%
de la
population
Cytologie

L’analyse cytologique réalisée sur le mélange des lavages des poches gutturales a montré une
grande variation dans les populations cellulaires mises en évidence.

Les cellules majoritaires étaient les cellules épithéliales, les neutrophiles, les macrophages et les
lymphocytes (Tableau 11).

Les cellules épithéliales ciliées étaient présentes isolées dans 97,6% des prélevements (167/171) et
en amas dans 58,5% des prélévements (100/171).
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Tableau 11 - Proportion des différentes cellules dans le mélange des lavages des poches gutturales

Neutrophiles Macrophages Lymphocytes
Moyenne (%) 22,1 4,3 3,7
Minimum (%) | O 0 0
Maximum (%) | 95 73 35
Ecart-type (%) | 35,2 9,3 7,1

Lors de I'examen cytologique, 9,4% des prélevements (16/171) présentaient des neutrophiles
dégénérés. Par ailleurs, des bactéries ont été mises en évidence dans 25,7% (44/171) des
prélevements. Un diagnostic d’inflammation des poches gutturales a été établi pour 29,2% (50/171)
des chevaux.

Recherche d’éléments fongiques

Dans le mélange des lavages des poches gutturales, des éléments fongiques étaient présents dans
1,2% des prélévements (2/171) lors de la cytologie.

Culture fongique

La culture fongique était positive pour 11 prélevements sur 171, soit 6,4%. Les résultats des
identifications sont présentés dans le tableau suivant (Tableau 12).

Tableau 12 - Détails des identifications fongiques obtenues sur le préléevement de mélange des lavages des
poches gutturales

Identification Nombre de prélevements positifs
Penicillium spp 6
Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger 3
Aspergillus glaucus, Chrysosporium spp, Cladosporum spp 1

Recherche de gourme

Une recherche par PCR de I'agent de la gourme, Streptococcus equi equi, a également été réalisé.
Elle s’est révélée positive chez 2 chevaux, soit 1,2% des prélevements.
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J. Lavage trachéal

Volume récolté

Lors du lavage trachéal, 40 mL ont été instillés a I'entrée de la trachée par le canal de I'endoscope.
Le volume moyen réaspiré était de 27 mL (£ 10) avec un minimum de 5 mL et un maximum de 45

mL.

Aspect macroscopique

La couleur, la transparence et la consistance du liquide de lavage obtenu ont été décrits. Celui-ci est
normalement translucide et fluide. Concernant la couleur, une seule réponse était possible, mais
concernant la consistance et la transparence, plusieurs réponses étaient possibles pour le méme

prélevement. Les résultats sont rassemblés dans le tableau suivant (Tableau 13).

Tableau 13 - Aspect macroscopique des prélevements de lavage trachéal (Couleur en haut, et transparence

et consistance en bas)

Aspect Opalescent | Translucide | Blanchatre | Beige | Jaunatre | Rosé | Eau de | Verdatre
roche
Nombre de | 86 38 33 8 3 1 1 1
prélevements
Pourcentage | 50,3% 22,2% 19,3% 4,7% | 1,8% 0,6% | 0,6% 0,6%
de la
population
Aspect Trouble Fluide Légerement Muqueux Légerement Floconneux
mugqueux floconneux
Nombre de | 39 34 15 79 21 32
prélevements
Pourcentage | 22,8% 19,9% 8,8% 46,2% 12,3% 18,7%
de la
population
Cytologie

La cytologie était lue soit sur un étalement direct, soit sur une concentration des cellules, selon
I’'abondance cellulaire du prélevement. Les types cellulaires les plus fréquemment rencontrés et

leurs proportions sont synthétisés dans le tableau suivant (Tableau 14).
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Tableau 14 - Pourcentages des populations cellulaires dans le lavage trachéal

Neutrophiles | Eosinophiles | Lymphocytes | Macrophages Hémosidérrophages
Moyenne (%) 57,1 0,8 13,8 25,9 1,1
Minimum (%) 0,5 0 0 0 0
Maximum (%) 98 13 32 78 35
Ecart-type (%) 26,2 1,9 8,2 20 4

Un cytodiagnostic d’inflammation trachéale (SIT) a été établi pour 91,8% (156/170) de la population
d’étude. Plus précisément, 39,4% (67/170) des chevaux présentaient notamment une inflammation
trachéale sévere (plus de 70% de PN).

Lors de I'examen cytologique, des bactéries ont été mises en évidence par observation directe,
libres, phagocytées ou recouvrant les cellules épithéliales malpighiennes.

Des bactéries libres ont été observées chez 36,8% des chevaux (63/171), les bactéries phagocytées
chez 6,4% des chevaux (11/171), et enfin, les bactéries liées aux cellules épithéliales chez 33,3%
(57/171).

Recherche d’éléments fongiques

Des éléments fongiques ont également pu étre visualisés par cytologie, aussi bien des spores, que
des hyphes, libres ou phagocytés.

Au total, 76,6% (131/171) des chevaux présentaient des éléments fongiques libres dans la cytologie.
Parmi ceux-1a, 67,2% (88/131) présentaient également des éléments fongiques phagocytés.

Il s’agissait soit de spores, soit d’hyphes, soit des deux réunis dans le méme prélévement.

Culture bactériologique

Les cultures bactériologiques réalisées sur les lavages trachéaux se sont révélées positives chez
21,1% des prélevements (36/171). Par ailleurs, dans 14,6% (25/171) des prélévements,
I'identification n’était pas réalisée, du fait d’une flore polymorphe, sans prédominance de germe,
résultant probablement d’une contamination.

Les différents germes identifiés sont présentés dans le tableau suivant (Tableau 15).
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Tableau 15 - Les différents germes identifiés par culture sur le lavage trachéal

Identification

Nombre de prélevements positifs

Streptococcus equi zooepidemicus

14

Streptococcus alpha hémolytique

Psychobacter phenylpyruvica

Pseudomonas spp, Actinobacillus spp haemolyticuus

Pasteurella spp

Pantoea spp

Klebsiella pneumoniae, Streptococcus spp non hémolytique,
Stenotrophomas maltophilia,
Bacilles Gram -

NlWw| hlUlo| O

Acinetobacter pseudolwoffi, Acinetobacter spp, Aeromonas
spp, Aeromonas salmonicida, Citrobacter gilleni, Bordetella
bronchiseptica, Enterococcus spp, Moraxella spp, Pantoea
agglomerans, Pseudomonas aeruginosa, Raoultella spp,

Staphylococcus xylosus, Streptococcus fécal

Culture fongique

La culture fongique a été positive chez 82,5% (141/171) des prélévements de lavage trachéal, et a

permis d’obtenir I'identification de toutes les colonies qui ont poussé. Ces colonies ont été

identifiées par genre ou pour certains genres par espece. Le recensement des colonies est détaillé

dans le tableau suivant (Tableau 16). Les genres les plus représentés sont Aspergillus avec 119

identifications, Pénicillium avec 73 identifications et enfin Chrysosporium avec 46 identifications.
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Tableau 16 - Détails des identifications fongiques obtenues sur le prélevement de lavage trachéal

Identification Nombre de prélevements positifs
Penicillium spp 73
Chrysosporium spp 46
Aspergillus nidulans 40
Aspergillus fumigatus 33
Aspergillus niger 16
Aspergillus glaucus 15
Cladosporium spp 13
Alternaria spp 12
Mucor spp 9
Aspergillus terreus 7
Aspergillus versicolor 6
Scedosporium spp 3
Acremonium spp, Aspergillus flavus, candida famata, 2
candida sp, Tricothécium spp

Beauveria spp, Botrytis spp, Candida guillermondi, 1
Cryptococcus laurenti, geotrichum spp, Paecilomyces,

Trichoderma spp

Recherche de mycoplasmes

Une recherche bactériologique par PCR des mycoplasmes a également été réalisée sur les
prélevements de liquide trachéal. Des mycoplasmes ont été identifiés dans 40,1% des prélevements
(68/168).

Recherche de virus respiratoires
Le prélevement de lavage trachéal a permis de rechercher la présence de virus responsables de
maladies respiratoires, par PCR. Les virus recherchés sont la grippe (EIV), les Herpésvirus équins

(EHV) de type 1, 2, 4 et 5, I'adénovirus 1 et les rhinovirus A et B.
Les pourcentages de prélévements positifs sont présentés dans le tableau suivant (Tableau 17).
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Tableau 17 - Recherche de virus respiratoires par PCR

Virus recherché Prélevement positifs
Grippe (EIV) 0% (0/168)
EHV 1 0% (0/168)
EHV 2 33,9 % (54/168)
EHV 4 1,2 % (2/168)
EHV 5 39,9% (67/168)
Adénovirus 1 1,2% (2/168)
Rhinovirus A 0% (0/168)
Rhinovirus B 39,3 % (66/168)

K. Lavages broncho-alvéolaires

Les lavages bronchoalvéolaires ont été réalisés dans les poumons droit et gauche, et un mélange au
prorata des volumes récupérés a aussi été constitué. Un examen cytologique a été réalisé sur les 3
prélevements, et une cuture fongique uniquement sur le mélange des lavages.

Volumes récoltés

Lors de chaque lavage, deux fois 250 mL de solution physiologique tiédi ont été injectés dans les
poumons, soit 500 mL par poumon. Les volumes récoltés lors des lavages broncho-alvéolaires ont
été notés sur la fiche de renseignements. Ces données sont synthétisées dans le tableau suivant
(Tableau 18).

Tableau 18 - Volumes récoltés lors des lavages broncho-alvéolaires droit et gauche

Poumon droit Poumon gauche
Moyenne 218 mL 241 mL
Ecart-type 63 mL 77 mL
Minimum 41 mL 50 mL
Maximum 363 mL 448 mL
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Aspect macroscopique

L'aspect macroscopique des prélevements a été décrit ; il est normalement translucide et fluide.
Les aspects de différents prélevements sont rassemblés dans les tableaux suivants (Tableaux 19 et
20). Concernant la couleur, une seule réponse était possible, mais concernant la transparence et la
consistance, différents choix de réponse étaient possibles.

Tableau 19 - Aspect macroscopique (couleur) des lavages broncho-alvéolaires

Eau de roche | Translucide | Rosé | Jaunatre Opalescent
LBA Effectif | 3 128 3 14 23
mélange % 1,8% 74,9% 1,8% | 8,2% 13,5%
LBA droit Effectif | 4 135 3 10 19
% 2,3% 78,9% 1,8% | 5,8% 11.1%
LBA gauche | Effectif | 3 135 2 11 20
% 1,8% 78,9% 1,2% | 6,4% 11,7%

Tableau 20 - Aspect macroscopique (transparence et consistance) des lavages broncho-alvéolaires

Trouble | Fluide Légérement Légérement Floculats
muqueux ou | floconneux ou
muqueux floconneux
LBA Effectif | 2 146 10 35 0
mélange % 1,2% 85,4% 5,8% 20,5% 0%
LBA droit Effectif | O 150 7 34 0
% 0% 87,7% 4,1% 19,9% 0%
LBA gauche | Effectif | 1 150 11 28 1
% 0,6% 87,7% 6,4% 16,4% 0,6%

Cytologie

L’examen cytologique a été réalisé sur le mélange des lavages broncho-alvéolaires ainsi que sur les
lavages broncho-alvéolaires gauche et droit. Les populations cellulaires les plus fréquemment
rencontrées sont les neutrophiles, les éosinophiles, les macrophages, les lymphocytes, les
mastocytes et les hémosidérrophages. Leurs proportions dans les différents prélevements sont
rassemblées dans le tableau suivant (Tableau 21).
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Tableau 21 - Proportions cellulaires des différents prélevements de lavages broncho-alvéolaires (L =
lymphocytes, Macro =macrophages, H = hémosidérrophages, Masto = mastocytes)

PN PE L Macro H Masto
LBA Moyenne (%) | 15,1 0,5 37,4 42,2 2,1 2,6
mélange | Minimum (%) | 1 0 4 3 0 0
Maximum (%) | 93 20 74 72 37 11
Ecart-type (%) | 18,4 1,7 11,4 13,8 5,2 1,8
LBA Moyenne (%) | 14,8 0,6 36,3 41,9 2,6 2,6
droit Minimum (%) | O 0 0 0 0 0
Maximum (%) | 92 25 80 72 45 12
Ecart-type (%) | 17,8 2,1 11,6 14,2 7,1 2,1
LBA Moyenne (%) | 14,6 0,6 36,9 43,1 1,4 2,7
gauche | Minimum (%) | O 0 0,2 0 0 0
Maximum (%) | 92 47 71 70 34 11
Ecart-type (%) | 18,7 3,8 11,6 14,5 4,6 1.9

Des bactéries, libres ou phagocytées, et des hématies, libres ou phagocytées, ont pu étre observées,

ainsi que des spirales de Curshmann, dans les différents prélevements. Les spirales de Curshmann

sont des enroulements de cellules épithéliales autour de bouchons de mucus, qui obstruent les

bronchioles. Ces figures sont fortement évocatrices d’asthme équin. Ces données sont rassemblées

dans le tableau ci-dessous (Tableau 22).

Tableau 22 - Proportion des bactéries, hématies et spirales de Curshmann observées dans la cytologie des LBA

LBAd LBAg LBAm
Bactéries Libres 10 (5,8%) 5(2,9%) 8 (4,7%)
Phagocytées 0 (0%) 0 (0%) 1(0,6%)
Hématies Libres 117 (68,4%) 121 (70 ,8%) 121 (70,8%)
Phagocytés 15 (8,8%) 12 (7,0%) 16 (9,4%)
Spirales de Curshmann 9 (5,3%) 1(0,6%) 6 (3,5%)

L'analyse de ces prélevements a permis d’établir un cytodiagnostic d’asthme équin modéré pour 68

prélevements (40,4%), d’asthme équin sévére pour 30 prélevements (17,5%), et enfin d’hémorragie
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pulmonaire induite a I’exercice pour 15 chevaux (8,8%), selon les valeurs seuils précisées dans le
Tableau 4.

Recherche d’éléments fongiques

La recherche des éléments fongiques sur la cytologie a été réalisée sur le mélange des lavages ainsi
gue sur les lavages droit et gauche. Les pourcentages de prélevements contenant des éléments
fongiques, parmi lesquels les spores et les hyphes, sont présentés dans le tableau suivant (Tableau
23).

Tableau 23 - Pourcentage de présence d'éléments fongiques dans la cytologie des lavages broncho-
alvéolaires

Eléments Spores Hyphes
fongiques
LBA Mélange 20,5% (35) 20,5% (35) 9,4% (16)
LBA Droit 26,9% (46) 24,6% (42) 15,8% (27)
LBA Gauche 25,7% (44) 25,7% (44) 9,4% (16)

Culture fongique

Parallelement, une culture fongique a été réalisée sur le mélange des lavages broncho-alvéolaires.
Un résultat positif a été obtenu pour 22,8% des prélevements, soit 39 chevaux sur 171. Une
identification du genre et de I'espéce pour certains genres a été réalisée. Le genre le plus représenté
était Aspergillus.

Les résultats des identifications sont présentés ci-dessous (Tableau 24).

Tableau 24 - Détails des identifications fongiques obtenues sur le préléevement de mélange des lavages
broncho-alvéolaires

Identification Nombre de prélevements positifs

Aureobasidium pullulans 10
Aspergillus fumigatus, Aspergillus nidulans, Penicillium spp

Aspergillus glaucus

Aspergillus niger, Chrysosporium spp, Candida albicans

Aspergillus versicolor, Scedosporum spp
Aspergillus terreus, Alternaria spp, Geotrichum spp

RN W |
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2. Prévalence des éléments fongiques dans les voies respiratoires

A. Lavages des poches gutturales

Dans le mélange des lavages des poches gutturales, des éléments fongiques étaient présents dans
1,2% des prélevements (2/171) lors de la cytologie, et la culture fongique était positive pour 11
prélevements sur 171, soit 6,4%. Pour un cheval, la culture et la cytologie étaient positives. Pour
159 chevaux, la culture et la cytologie étaient négatives. En revanche, un prélevement était positif
en cytologie et présentait une culture négative et 10 était négatifs lors de la cytologie mais
présentaient une culture positive. Ces résultats sont rassemblés dans le tableau suivant (Tableau
25).

Tableau 25 - Table de contingence entre la culture et la cytologie du mélange des lavages des poches

gutturales
Cytologie Total
Négatif Positif
Culture | Négatif 159 (93,0%) 1 (0,6%) 160 (93,6%)
Positif 10 (5,8%) 1 (0,6%) 11 (6,4%)
Total 169 (98,8%) 2(1,2%) 171 (100%)

Lors de la cytologie, les éléments fongiques observés étaient des spores libres et phagocytés pour
un prélevement et des hyphes libres pour le second.

B. Lavage trachéal

Dans le lavage trachéal, 131 prélevements (76,6%) étaient positifs lors de la cytologie, et 141 (82,5%)
étaient positifs lors de la culture fongique.

Sur les 171 prélévements, 112 (65,5%) étaient positifs pour les deux méthodes, et 11 (6,4%) étaient
négatifs pour ces deux méthodes également. En revanche, 29 prélevements, soit 17,0% de la
population, se sont révélés positifs lors de la culture fongique mais présentaient une cytologie
négative. De méme, 19 prélevements (11,1%) présentaient des éléments fongiques visibles en
cytologie, mais une culture négative. Ces résultats sont rassemblés dans le tableau suivant (Tableau
26). Ainsi, toutes méthodes confondues, des éléments fongiques étaient présents dans 93,6% des
prélevements de lavage trachéal, soit 160 chevaux dans notre population d’études.
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Tableau 26 - Table de contingence entre la culture et la cytologie du lavage trachéal

Cytologie Total
Négatif Positif
Culture Négatif 11 (6,4%) 19 (11,1%) 30(17,5%)
Positif 29 (17,0%) 112 (65,5%) 141 (82,5%)
Total 40 (23,4%) 131 (76,6%) 171 (100%)

Par ailleurs, lors de I'examen cytologique, les éléments fongiques visualisés étaient soit libres (131,
soit 100% des prélevements positifs) soit phagocytés, dans 67,2% des cas. Des spores libres ont été
observées dans 88,6% des prélevements positifs, et dans 63,4% de ces derniers, elles étaient
phagocytées. Des hyphes libres ont été visualisés dans 74,8% des prélevements positifs, et
phagocytés dans 45,8% (Tableau 27).

Tableau 27 - Pourcentage des différents éléments fongiques visualisés lors de la cytologie dans le lavage

trachéal
Eléments fongiques Spores Hyphes
Libres 100% (131) 88,6% (116) | 74,8% (98)
Phagocytés 67,2% (88) 63,4% (83) 45,8% (60)

C. Lavages broncho-alvéolaires

Sur les préléevements de mélange des lavages broncho-alvéolaires, 35 chevaux ont présenté des
éléments fongiques a la cytologie, soit 20,5% et 39 ont eu une culture fongique positive, soit 22,8%.
Pour 10 prélevements (5,8%), la culture et la cytologie étaient positives, et pour 107 prélévements
(62,6%), la culture et la cytologie se sont révélées négatives. En revanche, 29 chevaux (17,0%) ont
eu une culture positive sans éléments fongiques visibles en cytologie, et 25 chevaux (14,6%) se sont
révélés positifs lors de la cytologie, en ayant une culture négative. Ces résultats sont rassemblés
dans le tableau suivant (Tableau 28). Ainsi, toutes méthodes confondues, des éléments fongiques
ont été mis en évidence chez 37,4 % des prélevements de mélange des lavages broncho-alvéolaires,
soit 64 chevaux.
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Tableau 28 - Table de contingence entre la culture et la cytologie du mélange des lavages broncho-

alvéolaires
Cytologie Total
Négatif Positif

Culture Négatif 107 (62,6%) 25 (14,6%) 132 (77,2%)

Positif 29 (17,0%) 10 (5,8%) 39(22,8%)
Total 136 (79,6%) 35(20,5%) 171 (100%)

Par ailleurs, lors de I’examen cytologique, les éléments fongiques visualisés étaient soit libres (35,
soit 100% des prélevements positifs) soit phagocytés, dans 88,6% des cas. Des spores libres ont été
observées dans 100% des prélévements positifs, et dans 88,6% de ces derniers, elles étaient
phagocytées. Des hyphes libres ont été visualisés dans 45,7% des préléevements positifs, et
phagocytés dans 42,9% (Tableau 29).

Tableau 29 - Pourcentage des différents éléments fongiques visualisés lors de la cytologie du mélange des
lavages broncho-alvéolaires

Eléments fongiques Spores Hyphes
Libres 100% (35) 100% (35) 45,7% (16)
Phagocytés 88,6% (31) 88,6% (31) 42,9% (15)

Les prévalences de détection des éléments fongiques dans les différents prélevements sont
rassemblées en Figure 15, ainsi que leur intervalle de confiance a 95%. Celles-ci, ne sont pas
significativement différentes entre la culture et la cytologie du lavage trachéal, entre la culture et la
cytologie du mélange des lavages broncho-alvéolaires et entre les cytologies des LBA gauche, droit,
et mélangé. En revanche, elles sont significativement supérieures dans le lavage trachéal, dans le
lavage broncho-alvéolaire, aussi bien en cytologie qu’en culture.
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Figure 15 - Prévalence de détection des éléments fongiques dans les différents prélevements respiratoires
(N.S = non significatif, * = significativement différent)

3. Comparaison des méthodes de détection des éléments fongiques

Afin de mesurer I'accord entre la culture et la cytologie des prélevements respiratoires, le coefficient
Kappa de Cohen (K) a été calculé entre la culture et la cytologie pour le mélange des lavages des
poches gutturales, pour le lavage trachéal et enfin pour le mélange des lavages broncho-alvéolaires
(Tableau 30).

Tableau 30 - Recherche de I'accord entre la culture fongique et la cytologie dans les différents prélevements
respiratoires

K Intervalle de Confiance
Meélange des lavages des poches gutturales 0,14 +/-0,26
Lavage trachéal 0,14 +/-0,17
Mélange des lavages broncho-alvéolaires 0,07 +/-0,16

Quel que soit le type de prélevement concerné, I'accord entre la cuture et la cytologie était tres
faible.

4. Comparaison des sites de détection

Afin de comparer maintenant I'accord entre les cytologies des lavage broncho-alvéolaires gauche,
droit et mélangés, et entre le lavage trachéal et le mélange des LBA, le coefficient Kappa de Cohen
a été calculé.
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A. Comparaison des prélevements de lavage broncho-alvéolaires

Concernant I'accord entre les LBA gauche et mélange et entre les LBA droit et mélange, I’'accord a
pu étre qualifié de satisfaisant et il était moyen entre les LBA gauche et droit (Tableau 31).

Tableau 31 - Recherche de I'accord entre les cytologies des prélévements de LBA

K Intervalle de Confiance
LBAg - LBAm 0,66 +/-0,14
LBAd - BAm 0,66 +/-0,14
LBAg - LBAd 0,52 +/-0,14

B. Comparaison du lavage trachéal et du mélange des LBA

Entre le LT et le LBA, que ce soit en culture comme en cytologie, I'accord calculé était tres faible
entre les deux sites de prélévements (Tableau 32).

Tableau 32 - Recherche de I'accord entre le LT et le LBAm, en culture et en cytologie

K Intervalle de Confiance
Cytologie LT — Cytologie LBAm 0,13 +/- 0,07
Culture LT — Culture LBAm 0,10 +/- 0,06

5. Comparaison des éléments fongiques dans les voies respiratoires et dans le
foin

Parallelement aux prélevements et analyses respiratoires, un prélevement de foin était réalisé afin
de dénombrer la flore aérobie totale, ainsi que d’identifier les moisissures et levures présentes. Ces
prélevements étaient réalisés uniquement lors de I’examen des trotteurs francais sur le terrain. Les
résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau suivant (Tableau 33). Le nombre de chevaux
correspond au nombre de prélevements pour lesquels au moins une espece de champignon était
également retrouvée dans les voies respiratoires (culture fongique sur le lavage trachéal ou le lavage
broncho-alvéolaires). Les données récoltées regroupent 59 chevaux, et 11 prélévements de foin,
prélevés dans 4 écuries différentes (A a D).
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Tableau 33 - Dénombrement et identification des moisissures dans le foin

Ecurie Levures Moisissures | Identification Nombre de chevaux Nombre
(colonies/g) | (colonies/g) ayant des éléments de
fongiques en commun chevaux
avec le foin prélevés
LT LBA
A 53 000 8 000 Mucor, Alternaria, 5 0 6
Penicillium, Rhodotorula
A 1300 3000 Mucor, Alternaria, 3 1 6
Penicillium,
B 4900 3400 Cladosporium, Fusarium, | O 0 6
Ulocladium
C <10 750 Mucor, Chrysosporium, 5 0 6
Cladosporium,
Penicillium, Aspergillus
niger
A <10 5500 Mucor, Alternaria, 3 0 6
Chrysosporium,
Aspergillus versicolor
B 8 000 63 000 Mucor, Alternaria 0 1 6
C 8 700 2 400 Alternaria, 4 1 6
Chrysosporium,
Cladosporium,
Penicillium
A <10 66 000 Mucor, Cladosporium 0 0 6
D 29 000 45 000 Mucor, Alternaria, 1 0 2
Chrysosporium,
Cladosporium,
Penicillium, Geotrichum
D 600 000 2 000 000 Mucor, Alternaria, 2 0 3
Chrysosporium,
Cladosporium,
Penicillium
D 200 000 600 000 Mucor, Trichoderma 0 0 6
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La flore fongique totale, constituée par la somme des levures et moisissures, était en moyenne de
316 000 colonies par gramme, avec un écart-type de 758 000 colonies par gramme.

Ainsi, 37,3% des chevaux (22/59) avaient au moins une moisissure commune entre la culture du
lavage trachéal et le foin. 19 d’entre eux avaient une seule moisissure commune, et 3 d’entre eux
avaient deux champignons communs dans le lavage trachéal.

Par ailleurs, 5,1% des chevaux (3/59) avaient une moisissure commune entre la culture du mélange
des lavages broncho-alvéolaires et le foin.

6. Recherche de corrélations entre la présence d’éléments fongiques et

I’'hébergement, I'alimentation et les signes cliniques rapportés.

A. Eléments fongiques et environnement des chevaux

Dans notre étude, les chevaux étaient logés soit en box, soit en pature, soit dans une combinaison
des deux. La litiere utilisée était soit de la paille, soit des copeaux. Enfin le type de foin donné aux
chevaux était renseigné : les différentes possibilités étaient du foin sec, du foin trempé, du foin
stérilisé et du foin enrubanné. Ces données, renseignées dans la feuille de commémoratifs et
anamnese, ont été utilisées afin de rechercher une corrélation statistique entre ces différents
facteurs environnementaux et la présence d’éléments fongiques dans le lavage trachéal et le lavage
broncho-alvéolaire. Un test du Chi-deux d’'indépendance ou de Fisher était donc réalisé selon les
effectifs obtenus.
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Lavage trachéal

Concernant le logement, étre logé en box était associé a un risque significativement plus élevé
d’avoir une culture positive. Une litiere en copeaux était également associée a un risque plus faible
d’avoir une culture positive (Tableau 34).

L’alimentation du cheval avec du foin trempé était associée a un risque réduit d’avoir des éléments
fongiques visibles en cytologie du lavage trachéal ainsi que d’avoir une culture fongique positive, au
risque d’erreur de 5%.

Tous les autres facteurs environnementaux n’ont pas permis de montrer un lien statistique avec les
éléments fongiques trachéaux.

Tableau 34 - Recherche d'associations entre I'environnement et les éléments fongiques dans le lavage

trachéal

Cytologie Culture fongique

P-value Test P-Value Test
Logement en pature | 1 Khi-deux 1 Khi-deux
Logement en box 1 Khi-deux 0,028 Fisher
Logement mixte 1 Khi-deux 0,068 Khi-deux
Litiere de paille 0,23 Khi-deux 0,46 Khi-deux
Litiere de copeaux 0,07 Fisher 0,014 Fisher
Foin sec 0,96 Khi-deux 0,34 Khi-deux
Foin trempé 0,018 Khi-deux 0,030 Fisher
Foin stérilisé 0,52 Fisher 0,47 Fisher
Foin enrubanné 0,39 Fisher 0,15 Fisher
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Lavage broncho-alvéolaire

Aucune association statistique n’a pu étre mise en évidence entre la présence d’éléments fongiques
dans le mélange des lavages broncho-alvéolaires et les facteurs environnementaux comme
I"hébergement, la litiére et le type de foin (Tableau 35).

Tableau 35 - Recherche d'associations entre I'environnement et les éléments fongiques dans le mélange des
lavages broncho-alvéolaires

Cytologie Culture fongique

P-value Test P-Value Test
Logement en pature 0,74 Khi-deux 0,42 Khi-deux
Logement en box 0,96 Khi-deux 0,79 Khi-deux
Logement mixte 0,58 Khi-deux 0,82 Khi-deux
Litiere de paille 0,46 Khi-deux 0,25 Khi-deux
Litiere de copeaux 0,53 Fisher 1 Fisher
Foin sec 1 Khi-deux 0,87 Khi-deux
Foin trempé 0,57 Fisher 0,79 Khi-deux
Foin stérilisé 0,74 Fisher 0,53 Fisher
Foin enrubanné 0,67 Fisher 0,20 Fisher
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B. Eléments fongiques et signes cliniques rapportés

Les signes cliniques renseignés par I’entraineur ou le propriétaire étaient rassemblés sur la feuille
de commémoratifs et anamnése. Une corrélation est recherchée avec la présence d’éléments
fongiques dans le LT et le LBA.

Lavage trachéal

Les tests du chi-deux réalisés permettent d’établir un lien statistique entre la cytologie du lavage
trachéal et une dyspnée, de la toux, et la dilatation des naseaux. Ces trois facteurs étaient associés
a un risque significativement plus faible d’avoir des éléments fongiques observés en cytologie.
Aucun lien n’a été mis en évidence concernant les autres signes cliniques et la culture fongique. Ces
résultats sont présentés dans le Tableau 36.

Tableau 36 - Recherche d'associations entre les signes cliniques rapportés et les éléments fongiques dans le
lavage trachéal

Cytologie Culture fongique

P-value Test P-Value Test
Dyspnée 0,0015 Khi-deux 0,93 Khi-deux
Toux 0,0028 Khi-deux 0,62 Khi-deux
Jetage 0,41 Khi-deux 0,46 Khi-deux
Contre-Performance | 1 Khi-deux 0,37 Fisher
Intolérance a I'effort | 0,20 Khi-deux 0,51 Khi-deux
Dilatation des | 0,0026 Khi-deux 0,62 Khi-deux
naseaux
Epistaxis 0,59 Fisher 1 Fisher
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Lavage broncho-alvéolaire

Dans la population d’étude, aucune corrélation n’a été mise en évidence entre les éléments
fongiques dans le mélange des LBA et les signes cliniques (Tableau 37).

Tableau 37 - Recherche d'associations entre les signes cliniques rapportés et les éléments fongiques dans le

meélange des LBA

Cytologie Culture fongique

P-value Test P-Value Test
Dyspnée 0,89 Khi-deux 0,34 Khi-deux
Toux 0,063 Khi-deux 0,84 Khi-deux
Jetage 1 Khi-deux 0,53 Khi-deux
Contre-Performance 0,40 Fisher 0,41 Fisher
Intolérance a I’effort 0,40 Khi-deux 0,36 Khi-deux
Dilatation des naseaux 0,34 Khi-deux 0,98 Khi-deux
Epistaxis 0,059 Fisher 0,32 Fisher
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C. Eléments fongiques et résultats endoscopiques, cytologiques, bactériologiques et
virologiques

Les différents résultats obtenus lors de I’endoscopie et des analyses cytologiques, bactériologiques
et virologiques ont été étudiés, en lien avec les éléments fongiques. Une corrélation a donc été
recherchée avec la présence d’éléments fongiques dans le LT et le LBA.

Lavage trachéal

Dans le lavage trachéal, avoir un score de mucus trachéal supérieur ou égal a 3, et étre diagnostiqué
SEA était associé a une plus faible probabilité d’avoir des éléments fongiques en cytologie. Par
ailleurs, avoir une PCR positive au virus EHV-5 était significativement associé a une cytologie
positive. Concernant le reste des résultats, aucune association significative n’a pu étre mise en
évidence. Ces résultats sont présentés dans le Tableau 38.

Tableau 38 - Recherche d'associations entre différents résultats obtenus et les éléments fongiques dans le
lavage trachéal

Cytologie Culture fongique

P-value Test P-Value P-value
Score de mucus >2 | < 0,001 Khi-deux 0,35 Khi-deux
SIT 0,53 Fisher 0,30 Fisher
Bactériologie 0,16 Fisher 0,60 Fisher
positive
PCR mycoplasmes 0,33 Khi-deux 0,77 Khi-deux
positive
mEA 0,81 Khi-deux 0,80 Khi-deux
SEA <0,001 Khi-deux 0,51 Khi-deux
EHV-2 positif 0,28 Khi-deux 0,36 Khi-deux
EHV-4 positif 1 Fisher 1 Fisher
EHV-5 positif 0,012 Khi-deux 0,31 Khi-deux
Rhinovirus B positif | 0,094 Khi-deux 0,18 Khi-deux
Adénovirus 1 positif | 1 Fisher 1 Fisher
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Lavage broncho-alvéolaire

Seul un cytodiagnostic d’asthme équin sévere limite le risque d’avoir une cytologie positive. La
présence d’'une PCR EHV-5 positive est significativement associée a une culture fongique positive
sur le LBA. Aucun des autres facteurs n’est associé a la cytologie comme a la culture. Ces résultats
sont présentés dans le Tableau 39.

Tableau 39 - Recherche d'associations entre différents résultats obtenus et les éléments fongiques dans le
lavage broncho-alvéolaire

Cytologie Culture fongique

P-value Test P-Value P-value
Score de mucus>2 | 0,52 Khi-deux 0,081 Khi-deux
SIT 0,19 Fisher 0,20 Fisher
Bactériologie 0,57 Khi-deux 0,50 Khi-deux
positive
PCR mycoplasmes | 0,92 Khi-deux 0,87 Khi-deux
positive
mEA 0,091 X2 0,30 X2
sEA 0,046 Fisher 0,87 X2
EHV-2 positif 0,36 Khi-deux 0,71 Khi-deux
EHV-4 positif 0,37 Fisher 0,051 Fisher
EHV-5 positif 0,078 Khi-deux 0,003 Khi-deux
Rhinovirus B positif | 0,50 Khi-deux 0,42 Khi-deux
Adénovirus 1 positif | 0,37 Fisher 1 Fisher
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7. Recherche de facteurs de risque de la présence d’éléments fongiques dans les
voies respiratoires

Une régression logistique a été réalisée afin de rechercher les facteurs de risque et facteurs
protecteurs de la présence d’éléments fongiques dans les différents préléevements. Celle-ci a
d’abord été réalisée de fagon univariée afin de déterminer les facteurs les plus susceptibles
d’exercer une influence sur la détection des éléments fongiques. Une valeur de p-value < 0,15 a
permis de sélectionner les facteurs les plus susceptibles d’exercer une influence, mais également de
ne pas écarter trop précocement les tendances de certaines variables.
Puis une analyse multivariée a permis de hiérarchiser les facteurs les plus pertinents. Dans notre
modele, les variables a prédire ont été les suivantes :

- Une cytologie positive au LT ;

- Une culture positive au LT ;

- Une cytologie positive au LBA ;

- Une culture positive au LBA.
Les variables explicatives étaient les facteurs environnementaux, les signes cliniques et les résultats
d’analyses et d’endoscopie.

A. Cytologie positive dans le lavage trachéal

Les variables sélectionnées pour I'analyse multivariée susceptibles de prédire la cytologie positive
dans le lavage trachéal étaient les suivantes :

- Litiere de copeaux

- Foin trempé

- Cytodiagnostic d’asthme équin sévere (sEA)

- Score de mucus trachéal > 2

- Culture bactériologique positive

- Toux

- Dyspnée

- Dilatation des naseaux

Al'issue de cette régression, il est apparu que les chevaux ayant un score de mucus trachéal
supérieur a 2 ont 3 fois moins de chances d’avoir des éléments fongiques visibles en cytologie sur le
LT que les autres (p-value = 0,012). Ceux ayant été diagnostiqué sEA ont 4 fois moins de chances
d’avoir des éléments fongiques visibles en cytologie sur le LT (p-value = 0,035).

B. Culture fongique positive dans le lavage trachéal

Les variables sélectionnées pour I'analyse multivariée susceptibles de prédire la culture fongique
positive dans le lavage trachéal étaient les suivantes :
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- Logement en box ;
- Logement mixte;

- Litiere de copeaux ;
- Foin trempé ;

- Foin enrubanné.

A lissue de cette régression, aucune variable n’est significativement favorisante ou protectrice
d’une culture fongique positive sur le LT.

C. Cytologie positive dans le lavage broncho-alvéolaire

Les variables sélectionnées pour I'analyse multivariée la cytologie positive dans le lavage broncho-
alvéolaire étaient les suivantes :

- La présence de toux ;

- La présence d’une épistaxis ;

- Un cytodiagnostic sEA ;

- Un cytodiagnostic mEA.

A l'issue de cette régression, aucune variable n’était significativement favorisante ou protectrice
d’une culture fongique positive sur le LBA.

D. Culture fongique positive dans le lavage broncho-alvéolaire

A l'issue de I’'analyse univariée, aucun des facteurs testés ne semblait significativement influencer
la culture sur le LBA. L’analyse multivariée n’a donc pas été réalisée pour cette variable.
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[1l - Discussion

Cette étude prospective a permis de récolter des données exhaustives sur le terrain mais aussi en
clinique, en totalisant 174 prélevements, correspondant a un effectif final de 166 chevaux.

1. Constitution de la population d’étude

Cette étude a permis de constituer une population de 166 chevaux sur lesquels un examen clinique
et respiratoire approfondi, des prélevements sur les différents segments de I'arbre respiratoire et
des analyses cytologiques et microbiologiques ont été réalisées. Elle constitue en cela une base de
données riche.

Afin de replacer cette étude dans son contexte scientifique, des publications récentes ont été
analysées pour comparer les effectifs, prélevements, et volumes utilisés pour ces derniers. Le
Tableau 40 permet de synthétiser ces informations.

Tableau 40 - Effectifs, prélévements et volumes utilisés dans les articles déja publiés

Auteurs Année de Effectif de la Types de Volumes utilisées
publication population préléevements
réalisés
Dauvillier et al. 2019 731 LT 20 mL (LT)
LBA 180 mL (LBA)
Hermange et al. 2018 51 LBA 250 + 250 mL
Rossi et al. 2018 154 LT 10-20 mL (LT)
LBA 240-360 mL(LBA)
Dobesova and 2016 19 LPG 25 mL
Bezdekova
Orard et al. 2015 30 LBA 250 + 500 mL
Depecker et al. 2013 138 LBA 250 + 250 mL
Koblinger et al. 2011 128 LBA 250 mL
Bedenice et al. 2008 137 LBA 500 mL
Wood et al 2005 148 LT 30 mL
Chiesa et al. 2002 10 LPG 20 mL

Ainsi, I'effectif de 166 chevaux de notre étude est inférieur a certaines études (Dauvillier et al. 2019),
mais est comparable ou supérieur a la majorité des autres (Hermange et al. 2019; Rossi et al. 2018;
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Orard et al. 2016; Depecker et al. 2014; Koblinger et al. 2011; Bedenice, Mazan, Hoffman 2008;
Wood et al. 2005). Par ailleurs, a notre connaissance, aucune étude ne recense autant de
prélevements respiratoires sur une telle cohorte. Enfin, le caractere prospectif de cette étude est
pertinent et a permis d’inclure une grande diversité de races et de profils de chevaux différents.

2. Mise en perspective des méthodes utilisées

A. Méthodes de prélevement

Lavage des poches gutturales

Le lavage des poches gutturales a été réalisé par voie endoscopique, en instillant 40 mL de sérum
physiologique tiédi dans chaque poche. Ce prélevement est couramment employé afin de
diagnostiquer les infections par Streptococcus equi equi, agent responsable de la gourme (Boyle et
al. 2018). Toutefois, I'analyse cytologique de ce prélévement est rare : une seule étude recensant
38 prélevements sur 19 chevaux (Dobesova, Bezdekova 2016) décrit les cytologies obtenues sur des
lavages des poches gutturales par voie transendoscopique. D’autres publications plus anciennes ont
décrit des cytologies a partir de lavages transcutanés (Chiesa et al. 2002; Chiesa, Vidal, et al. 1999;
Chiesa, Garcia, et al. 1999). Dans ces publications, les lavages étaient réalisés avec 20 a 25 mL de
sérum physiologique contre 40 mL dans notre étude. Les cellules majoritairement rencontrées
étaient les cellules épithéliales, et le lavage était considéré comme normal lorsqu’il y avait moins de
5% de neutrophiles et pathologique au-dela de 25%.

Dans cette étude le volume utilisé est de 40 mL et le seuil de cytodiagnostic d’inflammation était
fixé a 20% de PN, par analogie avec le lavage trachéal.

Lavage trachéal

Dans cette étude, le lavage trachéal était réalisé en instillant 40 mL de sérum physiologique tiédi
par un cathéter transendoscopique stérile a double lumiere. Cette méthode est peu invasive, et
permet d’obtenir un prélevement stérile. Les lavages trachéaux sont parfois réalisés par voie trans-
trachéale : ce qui nécessite une tonte et désinfection de la peau, une anesthésie locale, une incision
cutanée et enfin la ponction de la trachée. Elle est donc plus invasive et le délai d’attente des
anesthésiques locaux avant une compétition étant significatif, cela aurait limité son usage dans
notre population de chevaux de courses.

Les volumes utilisés dans la littérature sont généralement compris entre 10 et 30 mL (Dauvillier et
al. 2019; Rossi et al. 2018; Wood et al. 2005), contre 40 mL dans cette étude.

63



Recherche d’éléments fongiques

La recherche des éléments fongiques dans le LT a été faite par cytologie et par culture fongique. Ces
deux méthodes sont également employées dans I'article de Dauvillier et al. (2019). Les résultats
seront détaillés plus tard.

Lavages broncho-alvéolaires

Le lavage broncho-alvéolaire peut étre réalisé de deux fagons : ou bien a I'aveugle a I'aide d’une
sonde longue ou bien avec un endoscope « digestif » de grande longueur. Lors de LBA a 'aveugle,
la conformation pulmonaire du cheval explique que le poumon caudo-dorsal droit sera le plus
souvent prélevé (Sweeney et al. 1992). Pour cette raison, dans cette étude, les LBA ont été réalisé
sous endoscopie, afin de pouvoir réaliser deux lavages, dans les poumons gauche et droit, et de
constituer un mélange des deux pour certaines analyses.

Quelle que soit la méthode employée, la réalisation du LBA n’est pas stérile. Toutefois, les résultats
de mycologie obtenus (22,8% contre 82,5% dans la trachée) et le faible accord obtenu entre les deux
sites de prélevement permettent d’exclure une contamination majeure lié au passage des naseaux,
du pharynx et de la trachée.

La solution utilisée pour les LBA est le Chlorure de sodium a 0,9%, celle-ci est également employée
dans les autres études précédemment citées. Malgré son pH acide (pH =5,5), elle est appropriée et
ne génere pas plus d’inflammation 48h apres un LBA que d’autres solutions plus neutres, comme le
Ringer Lactate® par exemple (Westermann et al. 2023).

Le volume employé par poumon varie entre 180 et 500 mL dans les différentes études présentées
plus haut. Le volume de 500 mL par poumon utilisé dans cette étude est recommandé dans plusieurs
études, dont I'article de consensus (Couétil et al. 2016; Hoffman 2008) pour la cytologie. Par ailleurs,
I'importance d’utiliser le méme volume pour tous les chevaux a été démontré : le volume employé
influence le profil cytologique du cheval (Orard et al. 2016).

L'utilisation ou non de sédation pour la réalisation des LBA, en particulier de butorphanol, a été
précédemment étudiée (Westermann et al. 2005), et le butorphanol n’affecte pas les volumes
récupérés ainsi que les proportions de neutrophiles dans les prélévements. Pour cette raison, nous
pouvons interpréter les résultats sans tenir compte du protocole de sédation employé.

B. Méthodes d’analyse

Cytologie

La préparation des prélevements en vue de I'analyse est tres similaire a ce qui est couramment
décrit. L'utilisation de tubes EDTA de 5 a 10 mL est fréquemment décrite et ce afin de limiter
I'agrégation cellulaire. Par ailleurs, I'usage d’une centrifugeuse ou cytocentrifugeuse est le plus
fréquent, associé parfois a un frottis ou étalement direct. La coloration varie selon les articles, les
plus fréguemment employées sont le May-Griinwald-Giemsa, le bleu de Toluidine et la coloration
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Diff-Quick®. Il existe de légeres différences dans la détection des mastocytes, notamment entre le
bleu de Toluidine et la coloration Diff-Quick®. Cela pourrait expliquer les variations de résultats
entre les différentes études (Hoffman 2008).

Dans cette étude, le comptage effectué est de 300 cellules. Il varie entre 200 et 400 dans les articles
précédemment cités (Dauvillier, Ter Woort, van Erck-Westergren 2019; Rossi et al. 2018; Bedenice,
Mazan, Hoffman 2008) et il est souvent considéré que 400 cellules constitue une référence
(Hoffman 2008). Toutefois nous ignorons si ces différences sont sources de variations diagnostiques.

Culture fongique

Il nexiste pas de méthode standardisée lors de culture fongique, et peu d’informations sont
disponibles sur le sujet en médecine vétérinaire. En médecine humaine, il est décrit que les milieux
de culture utilisés en routine conduisent a une sous-estimation de la prévalence des moisissures et
levures dans les voies respiratoires des patients asthmatiques ou atteints de mucoviscidose (Pashley
et al. 2012; Pashley 2014). Toutefois, ces analyses étaient réalisées a partir du mucus des patients,
et pas a partir de LT ou LBA.

Le conditionnement et le transport des prélevements sont par ailleurs sujets a des variations. Dans
cette étude, ils étaient transportés sous couvert de froid dans un tube stérile alors que dans I'étude
Dauvillier et al., ils étaient placés directement dans un tube contenant un milieu de type Sabouraud
et transportés a température ambiante.

Les milieux de culture spécifiques les plus fréquemment utilisés associent une gélose de type
Sabouraud (a2 base d’agar et de dextrose) et des antibiotiques afin de limiter la croissance
bactérienne. Dans notre étude, des géloses de Sabouraud et de gentamicine ou d’acitidione ont été
utilisées pour I'identification des éléments fongiques. Malgré I'absence de standardisation, les deux
genres principalement identifiés dans les prélevements sont les mémes entre cette étude et celle
de Dauvillier et al., a savoir Aspergillus et Penicillium, ce qui témoigne d’un certain accord entre ces
études.

3. Recherche des éléments fongiques et prévalence

Les prévalences de détection des éléments fongiques sont comparées a I'article de Dauvillier et al.
(2019) dans le tableau 41.
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Tableau 41 - Comparaison des prévalences de détection des éléments fongiques obtenus dans différentes

études
Notre étude Dauvillier et al.
LT Cytologie 76,6% 79%
Culture 82,5% 55%
LBA Cytologie 20,5% 37,3%
Culture 22,8% Non réalisé.

La prévalence de détection des éléments fongiques est tres élevée, autour de 80% des individus,
aussi bien en cytologie qu’en culture, et elle atteint 94% toutes méthodes confondues. En revanche,
dans le LBA, la prévalence chute nettement, légerement au-dessus de 20% pour chaque méthode.

Une hypothése expliquant les différents résultats de culture peut étre les différentes conditions de
transport et de conditionnement entre les études. Un transport a température ambiante est
susceptible d’altérer le prélevement avant la culture, et donc de diminuer le nombre de
prélevements positifs.

Des éléments fongiques phagocytés ont été visualisés en cytologie respectivement dans 88,6% et
67,2% des prélevements positifs dans le LBA et le LT. Il a été décrit que des signes de phagocytose
sont plus susceptibles d’indiquer une infection réelle (Bain 1997).

Ces données, ainsi que la forte prévalence de prélevements trachéaux positifs, y compris chez des
individus cliniquement sains, suggere que les éléments fongiques détectés dans la trachée, résultent
plus fréequemment d’'une contamination des voies aériennes que d’une infection réelle par rapport
au LBA. Il serait désormais pertinent d’étudier le lien éventuel entre la présence des éléments
fongiques et I'asthme équin.

4. Comparaison des méthodes et sites de détection

La comparaison des méthodes de détection par le calcul du coefficient Kappa de Cohen a montré
gu’il n’existait qu’un faible accord entre la cytologie et la culture pour la détection des éléments
fongiques. Ainsi, ces deux méthodes semblent peu corrélées, bien que leurs prévalences ne soient
pas significativement différentes. Cela est valable pour les prélevements de LT comme de LBA. Ces
données sont en accord avec celles précédemment publiées (Dauvillier et al. 2019) ou un coefficient
de Kappa de 0,063 avait été obtenu.

Il est donc délicat de préconiser 'une des deux méthodes dans I'objectif de poser un diagnostic
individuel. Des travaux sont encore nécessaires afin de tester si 'une de ces méthodes est mieux
corrélée a certaines affections ou non.
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La comparaison des sites de prélevement n’a montré qu’un faible accord également entre le LT et
le LBA, que ce soit pour la cytologie ou la culture. Ce résultat est cohérent étant donnée la grande
différence de prévalence dans les deux sites de prélevement.

La comparaison des différents prélevements de LBA a montré qu’il existait un accord satisfaisant
entre le prélevement de LBAm et les prélevements droit et gauche. Le mélange des LBA est donc
représentatif des deux LBA dans le cadre de la détection des éléments fongiques par cytologie. Ce
résultat montre I'intérét de réaliser deux LBA et des analyses sur le mélange des deux, d’autant plus
que l'accord entre les LBAg et LBAd n’était que moyen. Ces résultats permettent de confirmer
I'intérét précédemment décrit de réaliser un mélange des deux LBA dans le cadre de la cytologie.
En effet, le prélevement de I'un des deux poumons peut étre a |'origine d’erreurs de diagnostic,
alors que le mélange est représentatif de chacun des deux poumons (Depecker et al. 2014;
Hermange et al. 2019).

5. Mise en perspective des corrélations obtenues concernant la détection des
éléments fongiques

L’existence d’une association entre I'alimentation avec du foin trempé et les deux prélevements
trachéaux et celle entre une litiere de copeaux et la cuture fongique du LT est cohérente. Le
trempage du foin est susceptible de réduire les aérosols générés par celui-ci, et donc probablement
de limiter I'inhalation de particules fongiques. Il a en effet été prouvé que le trempage du foin avant
I'alimentation réduisait la concentration en poussiéres respirables. Les poussieres dites respirables
sont des particules de taille inférieure a 5 micrometres et sont capables d’aller jusqu’au niveau
alvéolaire. De méme, l'utilisation d’une litiere en copeaux réduit les poussieres présentes dans
I’environnement, en comparaison avec la paille (Clements, Pirie 2007; Ivester, Couétil, Zimmerman
2014, Pirie et al. 2003; Siegers et al. 2018).

Un score de mucus trachéal supérieur a 3 a I’endoscopie, un cytodiagnsotic d’asthme équin sévere
et certains signes cliniques rapportés par les propriétaires (c’est le cas de la toux, de la dyspnée et
de la dilatation des naseaux) sont associés a une cytologie du LT négative. Ces signes peuvent étre
des symptomes d’asthme équin sévere. Ces chevaux avaient pour la plupart déja été diagnostiqués
comme étant asthmatiques et les propriétaires avaient mis en place certaines mesures
environnementales afin de réduire leur exposition aux poussieres, comme le trempage ou la
stérilisation du foin mais aussi un hébergement en paddock ou une litiere en copeaux. Cette
association montre donc que les mesures mises en place réduisent effectivement les éléments
fongiques visibles en cytologie. C'est également pour cette raison que le cytodiagnostic d’asthme
équin sévere était associé a des cytologies du LT et du LBA négatives. Cela témoigne donc qu’il est
possible de limiter la colonisation des voies aériennes profondes par des éléments fongiques en
adoptant des mesures environnementales.

Un résultat positif lors de la PCR a EHV-5 sur le lavage trachéal était associé a une cytologie trachéale
positive et une culture positive dans le LBA. Beaucoup de chevaux porteurs du virus EHV-5
appartenaient au groupe des trotteurs a I'entrainement, chez qui une prévalence élevée de
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moisissures dans le LT a été mise en évidence. Ainsi il est possible que ce résultat ne soit pas
révélateur d’un lien réel entre I'EHV-5 et les moisissures dans la trachée.

Lors de la régression logistique, aucun facteur de risque n’a pu étre mis en évidence pour la culture
fongique, ni pour la cytologie du LBA. Les seuls facteurs ayant un impact sur la cytologie du LT sont
un exces de mucus trachéal et le cytodiagnostic sEA. Ces éléments sont communs aux chevaux
asthmatiques séveres de notre étude et sont plus révélateurs d’un biais de population que d’un lien
réel entre I'asthme sévere et I'absence d’éléments fongiques. Toutefois, ces résultats semblent
conforter le lien qui existe entre la gestion environnementale des équidés, comme le logement,
I'alimentation et la litiere, et la contamination de la trachée par des éléments fongiques.

6. Eléments fongiques dans le foin et les voies respiratoires

La méthode de culture fongique a partir du foin employée ici est comparable a celle utilisée dans
les études publiées (Andersen et al. 2020). Une autre méthode consiste a mettre en culture les
aérosols directement obtenus a partir du foin (Seguin et al. 2010). Dans cette étude, réalisée sur des
patures normandes, les genres et especes les plus fréquemment isolés sont les mémes que ceux
isolés dans notre étude. Ces deux méthodes semblent donc conduire a des résultats similaires.

Les prélevements de foin ont mis en évidence une tres grande variation dans la quantité de levures
et moisissures obtenues par culture et la diversité d’especes fongiques présentes. La moyenne était
de 316 000 colonies par gramme, avec un écart-type de 758 000 colonies par gramme. La qualité
mycologique du foin est donc tres variable. Ces résultats sont en accord avec la littérature. En effet,
les essences végétales présentes dans la pature, le rang de fauche, mais aussi les conditions de
conservation affectent la quantité de moisissures présentes dans le foin (Seguin et al. 2010; Séguin
et al. 2012).

A notre connaissance aucune étude n’a précédemment comparé les moisissures cultivées a partir
du foin et des prélévements respiratoires. Dans notre étude, seuls un peu plus d’un tiers (37%) des
chevaux avaient des moisissures dans la trachée communes avec celles du foin. Ce faible
pourcentage nous conduit a penser que les sources de contamination des voies respiratoires par
des éléments fongiques sont multiples. La paille pourrait notamment étre une autre source de
contamination.

7. Limites de I'étude

Parmi les limites de notre étude, plusieurs éléments sont a soulever. Tout d’abord, les prélevements
ont été réalisés tout au long de I'année, a différentes saisons. La quantité d’éléments fongiques dans
I'air est affectée par la température, I'"humidité, le vent, et les précipitations (Priyamvada et al.
2017). Des variations saisonnieres ont également été décrites dans des écuries (Nardoni et al. 2005).
Ces éléments, en modifiant la concentration de particules fongiques, peuvent influer sur leur
détection dans les voies respiratoires.
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Dans cette population, les chevaux asthmatiques séveres avaient pour la plupart déja été
diagnostiqués comme tel. L'inclusion dans I'étude de chevaux asthmatiques séveres non encore
diagnostiqués aurait été pertinente car cela aurait permis de voir si 'asthme en tant que tel modifie
la détection des éléments fongiques dans les voies respiratoires.

L’analyse des prélevements de foin en comparaison avec les voies respiratoires a montré que de
nombreuses moisissures détectées dans les voies respiratoires n’étaient pas présentes dans le foin.
Cela suggere qu’il existe d’autres sources de contamination que le foin. Ainsi, il aurait été pertinent
de rechercher d’autres sources de moisissures dans I'environnement des chevaux, comme dans la
paille par exemple.

Dans cette étude, nous avons considéré tous les genres et especes obtenus en culture fongique sur
le méme plan, sans distinction. Or, nous savons que certaines espéces ont un pouvoir pathogene
bien supérieur a d’autres, qui peuvent étre des pathogenes opportunistes, ou méme commensales.
Le genre Aspergillus par exemple, fréquemment détecté dans notre étude, est un pathogene
opportuniste. Cela a été étudié en médecine humaine comme en médecine vétérinaire (Denning et
al. 2014; Stewart, Cuming 2015). Par ailleurs, nous savons que le pouvoir sensibilisant et
allergénique des éléments fongiques est également tres variable selon les espéces et celui-ci est
différent du pouvoir pathogene (Denning et al. 2014). Malheureusement, peu de données sont
disponibles sur ce sujet en médecine équine. Pourtant, dans I’exploration de I'asthme équin, la
connaissance des especes les plus sensibilisantes pourrait conduire a une optimisation dans la
gestion des écuries, afin de limiter I'exposition. L'étude des différentes Immunoglobulines E
spécifiques aux especes fongiques est une piste intéressante dans cet objectif (Niedzwiedz,
Jaworski, Kubiak 2015; Wyler et al. 2023).
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Conclusion

A l'issue de cette étude, il apparait que des éléments fongiques sont fréquemment détectés dans
les voies respiratoires des chevaux. lls sont présents chez environ 80% des lavages trachéaux, aussi
bien en culture fongique qu’en cytologie. Dans les lavages broncho-alvéolaires, leur prévalence
dépasse les 20%, que ce soit par cytologie ou culture fongique.

La forte prévalence de ces éléments dans la trachée, 94% des chevaux toutes méthodes confondues,
et le lien qui existe entre le logement, la litiere employée ou le foin est plus en faveur d’une
contamination par des poussieres respirables que d’un état pathologique.

En revanche, la présence de ces éléments dans le lavage broncho-alvéolaires ne semble pas liée a la
gestion environnementale des équidés. Par ailleurs, la prévalence plus faible de ces éléments dans
les poumons et les signes de phagocytose presque systématiquement visibles en cytologie,
supposent donc plus une atteinte pathologique. Le LBA, et particulierement le mélange des LBA des
deux poumons semble étre un prélevement plus approprié pour détecter les éléments fongiques.

Toutefois, dans cette étude, comme cela a été décrit précédemment, la cytologie et la culture
fongique sont peu corrélées, et ce, quel que soit le site de prélevement. Il serait désormais pertinent
de préciser la relation entre les éléments fongiques et I'asthme équin, afin de déterminer
notamment s’il existe une méthode de choix pour détecter ces éléments.
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Annexe

Annexe 1 : Feuille de commémoratifs et d'anamnése — demande d’analyse :

Recu le : a -8
Par Agent :

'e Prélévement
LABEO

P Pole Recherche

de Narmandie

Dossier n® :

DEMANDE D’ANALYSES - ETUDE MOLDEA - PHASE EPIDEMIOLOGIE

Dr Vétérinaire : MME Anne COUROUCE Propriétaire :

Adresse : ONIRIS-ENV, la Chanterie, 44307 Nantes cedex3  Adresse :

Email : anne.courouce@oniris-nantes.fr

Préléevement effectué le :

Nom du cheval :

Race : Sexe : Date de naissance : Numeéro SIRE :

ECHANTILLONS

Volumes des lavages

¥ Poches gutturales:  Gauche : Volume récupéré : ml Droite : Volume récupéré : ml
¥ lavage trachéal : Volume récupéré : ml

¥ Lavages bronchoalvéolaires :
Gauche : Volume récupéré : ml Droite : Volume récupéré : ml

ANALYSES

v NF - Autres analyses :
v Cytologie : coloration MGG
B<] Mélange Poches gutturales, X LT, X1 LBA droit, B< LAB gauche, [ LBA Mélange
v Bactériologie :
B LT, forfait respiratoire.
v Mycologie :

] Mélange des 2 Poches gutturales, DI LBA, Mélange des 2 poumons
X LT - identification quel que soit le nombre de colonie, Quantification en masse.

v Biologie Moléculaire :
<] Mélange Poches gutturales, PCR Strepto. equi.

] Lavage trachéal, Forfait respiratoire équin (8 valences). env-1, env-2, EHv-4, EHV-5, Grippe, Rhinovirus A, Rhinovirus B, Adenovirus 1.

v Analyses 3 facturer au propriétaire
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LABEO -

. Pole Recherche

de Normandie

COMMEMORATIFS
Environnement et alimentation:
Hébergement : 0 Box, O Pré, O Paddock (O herbe - O sable - O autre ), O Mixte
Litiére : O Paille, O Copeaux, O Autre
Fourrage : O Foin sec, O Foin trempé, O Foin stérilisé, O Enrubanné, O présentation en filet, O présentation a terre

Suppléments : [ Céréales, O Concentrés (granulés, mash,...), O compléments :

Entrainement :
O Repos, depuis le O Entrainement, depuis le
O Compétition, type : Nombre de départs : Classement :

Signes cliniques

O Dyspnée : O Oui O Non O Toux : O non, O rare, O fréquente, O début d’exercice
O Jetage : O non, O séreux, O muqueux, O purulent O Dilatation des naseaux 00 Oui O Non
O Contre-performance; O Intolérance a I'effort; O E'pistaxis; O Autres

Examen clinique & endoscopie

Etat corporel : ___ /5 T° rectale (°C) : FC (bat/min) : FR (mvts/min) :

Pharyngite: __ /4 Larynx : Poches gutturales :
Aspect des muqueuses : O normales, O congestionnées, O pales, O cyanosées, O jaunes-orange, TRC :
Ganglions sous-mandibulaires : O non palpables, O palpables, O hypertrophiés, O douloureux.
Courbe respiratoire :

O Dyspnée expiratoire (ligne de pousse) O Dyspnée inspiratoire (tirage costal). O Autre :
Auscultation au sac : O Oui O Non

Tolérance : 0 Bonne, O Mauvaise. Temps de récupération : 0O Normal, O Augmenté.

O Crépitements : intensité: O léger, O modéré, O marqué
O Sifflements : O léger, O modéré, O marqué

O Toux déclenchée : O sac O endoscopie

O Sang trachéal __ /4 0O Mucustrachéal /5 0O Autres
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Charles DESSON

VARIABILITE DE DETECTION DES MOISISSURES DANS LES VOIES RESPIRATOIRES DU
CHEVAL : ETUDE EXPERIMENTALE SUR UNE POPULATION DE 166 CHEVAUX

VARIABILITY OF FUNGAL DETECTION IN THE AIRWAYS OF HORSES : EXPERIMENTAL STUDY
ON 166 HORSES

Theése d’Etat de Doctorat Vétérinaire : Nantes, le 24 Octobre 2023

RESUME
La présence d’éléments fongiques (spores ou hyphes) a souvent été rapportée dans

les voies respiratoires des chevaux, mais aucune étude n’a jusqu’a présent comparé les
différentes méthodes et lieux de prélevements.

Dans cette étude, un examen clinique et respiratoire approfondi ainsi que de
nombreux prélévements respiratoires ont été réalisés sur 166 chevaux. Ces prélevements
incluaient notamment un lavage trachéal (LT) et deux lavages broncho-alvéolaires (LBA) par
cheval. Des analyses cytologiques, bactériologiques, virologiques et mycologiques ont
ensuite été réalisées.

Les éléments fongiques étaient tres fréquemment présents dans le lavage trachéal
des chevaux, aussi bien lors de cytologie (76,6%) que de culture fongique (82,5%). Ils étaient
plus rares dans le mélange des lavages broncho-alvéolaires des deux poumons, et étaient
présents chez 20,5% des chevaux lors de cytologie, et chez 22,8% des chevaux lors de
culture fongique.

Quel que soit le lieu de prélevement, et malgré des prévalences comparables,
I’accord entre ces deux méthodes est tres faible. Par ailleurs, la présence d’un LT positif
résulte plus probablement d’'une contamination par les poussieres issues de
I’environnement, ce qui n’est pas observé pour le LBA. Ainsi, ce prélevement est plus
pertinent que le LT pour la détection des moisissures.

MOTS CLES :

- Cheval

- Equidé

- Appareil respiratoire

- Moisissures

- Lavage trachéal

- Lavage broncho-alvéolaire
- Cytologie

- Etude expérimentale

DATE DE SOUTENANCE : 24 Octobre 2023




	Page vierge



