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Any disorder impairing a performance horse’s ability to ventilate its lungs and exchange oxygen compro-
mises exercise performance in any discipline. Since bronchoalveolar lavage was described in horses in the
early 1980s, laboratory evaluation of respiratory fluids, along with clinical and functional assessment of
the respiratory system, has become a relevant step in the diagnosis of respiratory disease affecting per-
formance. The aim of this review is to provide objective information to assist clinicians in interpreting
laboratory findings by (1) summarising published cytological references values in both clinically healthy
horses and those with various airway diseases, (2) assessing the influence of physiological circumstances,
such as exercise, on the cytological evaluation, (3) discussing the relationship between cytological and
microbiological analyses, clinical signs and respiratory function, and (4) suggesting how this latter rela-
tionship may affect performance.

© 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Introduction

Respiratory conditions have been identified as one of the main
causes of training disruption and interruption of racing competi-
tions in Thoroughbred horses (Wilsher et al., 2006). Disorders of
the respiratory system (Martin et al., 2000), particularly the lower
airways (Allen et al., 2006), are the most frequently diagnosed con-
ditions in sport horses evaluated for poor performance. Inflamma-
tory airway disease (IAD) and exercise-induced pulmonary
haemorrhage (EIPH) are two common problems affecting the lower
airways of racehorses. The reported prevalence in Thoroughbred
population is 13.8% for IAD (Wood et al., 2005a) and 43.8-75.4%
for EIPH (Pascoe et al.,, 1981; Raphel and Soma, 1982; Newton
and Wood, 2002), depending on the population and the chosen
diagnostic method.

Since bronchoalveolar lavage (BAL) using fibre-optic endoscopy
was first described in horses (Viel, 1980), cytological and microbi-
ological evaluation of tracheal washes (TW) and BAL fluid (BALF)
have become important tools in the diagnosis of respiratory dis-
ease affecting performance in sport horses alongside clinical and
functional examinations. The aim of this review is to provide guid-
ance for the clinician in objectively interpreting the laboratory
evaluation of respiratory fluids.

* Corresponding author. Present address: Frank Duncombe Laboratory, 1 Route

de Rosel, 14053 Caen Cedex 4, France. Tel.: +33 231 47 19 19; fax: +33 231 47 19 49.

E-mail addresses: eric.richard@web.de, eric.richard@doct.ulg.ac.be (E.A. Ri-
chard).

1090-0233/$ - see front matter © 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.tvjl.2009.05.003

Sampling and processing

The different techniques for both TW and BALF sampling have
recently been reviewed (Hewson and Viel, 2002; Hoffman, 2008)
and are not discussed again here. However, since objective and
reproducible interpretation depends on a standardised procedure,
several recommendations will be highlighted.

Volumes to be infused

The International Workshop on Equine Chronic Airway disease
(Robinson, 2001) recommended using 250-500 mL of fluid for per-
forming a BAL. The volume of fluid can significantly influence the
differential cell count (Sweeney et al., 1992b) and a higher percent-
age of neutrophils and fewer mast cells are recovered after small
lavage volumes (50 mL) are infused compared to larger volumes
(300 mL). There are only limited guidelines as to the volume of
fluid to be infused for a TW, although 10-30 mL of fluid appears
to be generally used (Hewson and Viel, 2002; Hodgson and
Hodgson, 2002).

Conservation and processing

Although it is reported that BALF can generally be stored at
room temperature if processed within 8 h, but should be refriger-
ated if processing is to take place 8-24 h after collection (Pickles
et al., 2002b), these authors have observed a significant decrease
in mast cell percentages by 8 h at 4 °C. If BALF is to be processed
>24 h after collection, a formalin- or alcohol-based fixative should
be added (Pickles et al., 2002b).
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Whereas smears may be more commonly used in general
equine practice, cytological evaluations should ideally be per-
formed on cytocentrifuged preparations. Cytocentrifugation should
not significantly affect neutrophil counts, but is associated with
significantly higher percentages of macrophages, mast cells and
eosinophils, although lymphocyte counts will be significantly low-
er, compared to smear preparations (Pickles et al., 2002a).

Staining and counting

Many staining methods are available for general cell differenti-
ation, including Wright-Giemsa, May-Griinwald Giemsa or Leish-
man’s stains (Tyler et al., 2001). The Romanowsky stain (Diff-Quik,
Baxter Scientific Products) has been found to be inadequate for
detecting pulmonary mast cells (Hughes et al., 2003; Leclere
et al., 2006), leading to a possible misinterpretation of the cytolog-
ical evaluation. Extrapolating from human protocols, at least 300
cells should be examined during the differential cell count for
numbers of neutrophils, macrophages, lymphocytes and eosino-
phils, and at least 500 cells are necessary to evaluate mast cell
counts reliably (De Brauwer et al., 2002).

Cytological reference values

Table 1 summarises the different values given in the literature
for BALF and TW cytology in clinically normal horses, according
to both age and volume of infused saline. Determination of total
nucleated cell counts in TW and BALF is however only an estimate
of the real cell count within the lung secretions, since the infused
saline dilutes cell concentration. Furthermore, the dilution factor
varies with the amount of saline infused and retrieved. Several
methods have then been proposed to estimate the effects of dilu-
tion (McGorum et al., 1993c; Hewson and Viel, 2002) and values
for total nucleated cell counts obtained in ‘control’ horses are sum-
marised in Table 1.

The collegial scientific Havemeyer Foundation Workshop
(Robinson, 2003) suggested that BALF collected from clinically
healthy horses should contain about 60% macrophages, 35% lym-
phocytes, <5% neutrophils, <2% mast cells, <0.1% eosinophils, and
occasional or no epithelial cells. The presence of epithelial cells is
considered to be normal in TW, even though no reference values
have been published.

Although the morphological description of the cells may be
informative, the differential cell count should be performed on leu-
cocytes only and not epithelial cells. So far, there have been no
published accepted values for the different cells observed in TW
cytology, although it was reported that in young, clinically normal
racehorses, the neutrophil count was <20% of the leucocytes in 73—
80% of horses examined (Sweeney et al., 1992a; Christley et al.,
2001b). Conversely, more than 70% of pleasure horses in the north-
ern USA (Robinson et al., 2006) were found to have >20% neutro-
phils in TW samples.

Some studies included haemosiderophage counts in their pub-
lished differential cells of both TW (Christley et al., 1999) and BALF
(Couétil and Denicola, 1999; Couroucé-Malblanc et al., 2002; Rich-
ard et al., 2008) from clinically healthy horses (Table 1), but there
are no published reference values for these cells or for red blood
cell (RBC) counts in respiratory fluids.

Influence of exercise on the cytological evaluation

The ideal timing for collection of TW and BAL remains uncer-
tain, whilst the effect of exercise on the cytological evaluation of

respiratory fluids remains controversial. Nevertheless, some guid-
ance can be given as below.

Bronchoalveolar lavage

When the effect of exercise on BALF was investigated by com-
paring cell counts from a group of horses at rest and a group of
working horses 45 min after exercise once a week for 10 weeks,
no significant differences were found between the groups for any
cell type (Clark et al., 1995). In another study, comparing BALF per-
formed both at rest and 24 h after exercise in a group of 10 clini-
cally healthy horses (Couétil and Denicola, 1999), a mild but
non-significant increase in neutrophil percentage was observed
after exercise (3.8 + 5.5% at rest vs. 7.2 + 13.7% post-exercise). The
contralateral lung was investigated when performing the second
BAL (Couétil and Denicola, 1999) in order to avoid the transient
(48 h) inflammation induced by the previous BAL procedure
(Sweeney et al., 1994). BALF is supposed to be representative of
the entire lung both in healthy horses and in those exhibiting clin-
ical signs of recurrent airway obstruction (RAO) (McGorum et al.,
1993b), although some cytological differences exist between both
lungs, particularly for mast cells (Sweeney et al., 1992b). However,
there are no published reports that compare BALF in the same
group of horses before and a few hours following exercise so
although BAL is commonly performed in practice within a couple
of hours of exercise, the ‘acute’ impact of exercise on BALF cytology
is still ill-defined.

The environmental conditions under which exercise is per-
formed may also influence BALF cytology. For example, exercise
performed while breathing either cold (-5°C) or warm air
(25 °C) did not significantly affect cytology in BALF collected 5 h la-
ter (Davis et al., 2005), although cold air induced an increase in
neutrophil proportions 24 h after exercise, compared to warm air
(Davis et al., 2007). A potential criticism of these studies was that
no cytological references values were obtained at rest prior to
exercise.

A further study compared RBC counts in BALF at rest and after
exercise at four different speeds, with a significant increase in
the RBC count after the highest speed (15 m/s), compared to rest-
ing values (Langsetmo et al., 2000). However, since the time be-
tween the different tests was not detailed and RBCs may persist
for up to 1 week after exercise (McKane and Rose, 1995; Meyer
et al,, 1998), RBCs from the previous exercise test may have con-
tributed to the increased RBC counts at higher speeds. In another
study comparing the effects of exercise performed on both inclined
and level treadmill (Kindig et al., 2003), the RBC count in BALF was
found to be significantly higher after inclined vs. level running.

Tracheal wash

A recent study evaluated the effects of exercise on the cytolog-
ical evaluation of TW fluid in a group of horses with history of
poor-performance (Malikides et al., 2007). On average, a significant
increase in neutrophil percentage was found 1-2 h after exercise,
compared to resting values obtained 24 h before the treadmill test.
However, no ‘well-performing’ horses were used as control in this
study. Using the generally accepted 20% neutrophil count in TW
(Robinson, 2003) as a cut-off value, the status (healthy vs. airway
inflammation) changed in 30% of the examined horses when cyto-
logical analysis was performed at rest or after exercise (Malikides
et al.,, 2007). Moreover, extreme individual changes may occur, as
the neutrophil percentage increased or decreased up to 87% after
exercise in several horses in that study.

Little is known about the effect of exercise on TW cytology,
although one study recommended performing TW within 1-2 h
of exercise in order to obtain the most diagnostically useful
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Table 1

References values (mean + SD) for tracheal wash (TW) and bronchoalveolar lavage fluid (BALF) cytology in ‘control’ horses.

Fluid  Reference Number ‘Respiratory Volume Staining Total Differential cell count (%)
sample of hgaltl.l' status  of ) method nucleated Neutro Eos Mast Lymph Macro Haemo Epith
horses criteria saline cell count
(mL) (mm—3)
BAL Derksen et al. 10 History 300 Wright- 182+578 89+£38 <1.0 124£09 43.0+85 450+8.8 n.d. 3522
(1989) Giemsa
Fogarty and 11 History 120 May- n.d. 70+33 0.0+00 02+0.6 28.0+58 65062 21.0°+19.0 n.d.
Buckley Griinwald
(1991) Giemsa
McKane et al. 62 Asymptomatic 65 Romanosky 832+578 88+64 05+3.1 nd. 31.3+93 59.0+9.7 19.7°+238 04+08
(1993)
Moore et al. 6 Performance 300 Wright 15317 3.8+£0.7 12%20 0307 283+29 648112 nd. n.d.
(1995) endoscopy
Clark et al. 10 Asymptomatic 200 Romanosky 92.1+142 59+46 05+09 08+1.8 36.7+14.8 56.0+13.0 n.d. n.d.
(1995)
Couétil and 10 Performance 250 Wright 445+142 3.8+55 2.0+1.0 15+03 22974 688+88 166+194 nd.
Denicola endoscopy
(1999)
Couétil etal. 9 History 250 Wright 321+£100 6.8+2.7 03+05 15+08 31.4+13.0 57.1+10.3 n.d. n.d.
(2001) endoscopy
Holcombe 14 Asymptomatic 300 Romanosky 94 +47 36+35 0717 6.6+51 426+11.5 41.0+£10.8 n.d. 8.1+6.5
et al. (pasture)
(2001)
Holcombe 14 Asymptomatic 300 Romanosky 89+39 10.3+8.1 1.2+22 44+39 37.0+98 414197 n.d. 84190
et al. (stable)
(2001)
Couroucé- 14 History 120 May- 517+229 151+28 0.0+0.0 21+14 262+65 502+104 1.1+25 34+54
Malblanc et al. clinical Griinwald
(2002) evaluation Giemsa
Gerber et al. 26 History n.d. n.d. 105+40 9.1+79 13%51 50%27 339%83 478%103 nd. 38+25
(2003) clinical
evaluation
Mazan et al. 16 BAL cytology 500 Wright- n.d. 25+15 06%0.7 1.2+05 44.2+125 49.4+95 n.d. n.d.
(2005) Giemsa
Richard et al. 15 Performance 250 May- 255 + 81 51+20 03+05 06+05 204+99 61.9+169 3.2+73 0.0+ 0.0
(2009) endoscopy, Griinwald
cytology Giemsa
™ Mair et al. 42 History 30 May- n.d. 46+49 07204 0102 22+24 43.0+10.7 nd. 49.1+11.5
(endoscopy) endoscopy Griinwald
(1987) Giemsa
Mair et al. 15 History 30 May- n.d. 64+55 12+14 02+04 74+38 650+13.7 nd. 19.8+6.1
(transtracheal) asymptomatic Griinwald
(1987) Giemsa
Derksen et al. 10 History 20 Wright- n.d. 32.0+£28.1 <1.0 n.d. 82+6.0 240127 nd. 34.0+209
(1989) Giemsa
Sweeney et al. 66 Performance 20 Wright- n.d. 17.8+£21.8 07+22 01+02 54+41 441+232 nd 304244
(1992a) asymptomatic Giemsa
Christley et al. 9 Asymptomatic 20 Romanosky n.d. 10£10.8 1.9+1.2 nd. 13.0x36 742+11.1 0.0+2.1 n.d.
(1999)
Richard etal. 12 Performance 30 May- n.d. 93+49 02+06 00+x00 93*58 79.6%82 0919 n.d.
(in press) endoscopy, Griinwald
cytology Giemsa

Neutro, neutrophils; Eos, eosinophils; Mast, mast cells; Lymph, lymphocytes; Macro, macrophages; Haemo, haemosiderophages; Epith, epithelial cells; n.d., not determined.

2 Percentage of macrophage numbers.

information (Malikides et al., 2007). Irrespective of when the sam-
ple was actually collected, careful standardisation of the sampling
moment is paramount for both clinical and research analyses and
assessments.

Cytological evaluation as a diagnostic method

Pneumonia/pleuropneumonia can be confirmed following eval-
uation of respiratory fluids, although these diseases are less likely
to be a primary cause of poor-performance in actively working
horses. As such, we do not consider them further in this review.
Airway inflammation and EIPH are addressed below.

Airway inflammation

IAD has recently been defined (Couétil et al., 2007) as a non-
septic inflammation affecting horses of any age. Even if several

clinical signs of IAD are present, the definitive diagnosis is based
on BALF cytology (Couétil et al., 2007). The cytological profile of
IAD is characterised by an increase in the total nucleated cell count
with mild neutrophilia (Fogarty and Buckley, 1991; Moore et al.,
1995; Couétil and Denicola, 1999; Holcombe et al., 2001) or lym-
phocytosis (Moore et al., 1995; Couétil et al., 2001; Sanchez
et al., 2005), or, alternatively, by increased mast cell (Hare et al.,
1994; Hoffman et al., 1998) or eosinophil counts (Hare and Viel,
1998).

A distinction has recently been made (Couétil et al., 2007) be-
tween IAD (according to its present definition) and the syndrome
of tracheal inflammation (STI), but the relationship between the
two conditions is unknown. Formerly, either TW or BALF was se-
lected to diagnose airway inflammation, although a discrepancy
in the cytological evaluation of these two samples may exist (Derk-
sen et al., 1989; Dixon et al., 1995b; Hughes et al., 2003; Malikides
et al., 2003; Allen et al., 2006). Mast cell percentage was found to
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be significantly higher in BAL than TW samples, whilst eosinophil
percentage was not (Hughes et al., 2003) although mean cell per-
centages for both samples were not detailed. Importantly, the per-
centages of neutrophils in TW and BALF collected within 30 min to
2 h after exercise were different in 40% of paired samples collected
from the same horse (Malikides et al., 2003), whereas a poor corre-
lation was found between cytology of both samples (Malikides
et al., 2003; Allen et al., 2006).

Exercise-induced pulmonary haemorrhage

Quantification of EIPH based on the cytological evaluation of
respiratory fluids remains a big challenge. The detection of RBCs
in BALF may simply be due to the BAL procedure (Langsetmo
et al., 2000), and very little is known as to whether the segment
being examined by lavage is representative of the whole region
of the lung that may have bleeding. On the other hand, Newton
and Wood (2002) proposed an ‘alternative’ cytological definition
of EIPH. Horses in which >50% of the TW macrophages were hae-
mosiderophages were classified as EIPH positive. These authors
examined 1614 horses and reported a prevalence of EIPH in 51%
compared to only 4% when observing tracheal blood during endo-
scopic examination. Similarly, Doucet and Viel (2002) found that
an alveolar macrophage graded haemosiderin score to be signifi-
cantly greater in horses with a history of EIPH, compared to control
horses, and to be strongly associated with the presence of large
amounts of red blood cells in BALF. Despite these findings, there
is still no clinical or laboratory ‘gold standard’ method to provide
an accurate or reproducible means of quantifying the severity of
EIPH.

Cytological evaluation in relation to clinical signs, respiratory
function and performance

Clinical signs

The possible clinical signs associated with IAD (i.e. cough, in-
creased mucoid airway secretions, nasal discharge) are non-spe-
cific and may be absent (Robinson, 2003; Couétil et al., 2007),
with sub-clinical forms of IAD existing. A definitive diagnosis is
therefore based solely on BALF cytology. Despite the presence of
a common neutrophilic inflammation in BALF in both RAO and
IAD (Robinson, 2001), horses with IAD exhibit neither increased
respiratory effort at rest (Robinson, 2003) nor any response to
‘mouldy hay challenge’ (Dixon et al., 1995a).

An increased number of neutrophils in the TW can be associated
with an increasing tracheal mucus score (Allen et al., 2006;
Holcombe et al., 2006), yet there may be no significant correlation
between mucus and BALF cytology (Gerber et al., 2003; Richard
et al,, in press). A strong association has previously been reported
between coughing and presence of >20% neutrophils in TW (Christ-
ley et al., 2001b), although the relative number of eosinophils or
mast cells was unrelated (Christley et al., 2001a). Similarly, cough-
ing was associated with a significantly higher neutrophil percent-
age in BALF, compared with non-coughing horses (Bedenice et al.,
2008), whereas no association was found for the other cell types.

Respiratory function

The association between the different cytological profiles and
either clinical or functional abnormalities may imply the existence
of different pathogenic pathways in the IAD syndrome. Indeed,
both an increase in respiratory resistance (Richard et al., 2008)
and airway hyper-responsiveness were correlated with pulmonary
eosinophilia (Hare and Viel, 1998), whilst the BALF mast cell per-
centage was significantly associated with a reduced respiratory

compliance (Richard et al., 2008) and an increased airway reactiv-
ity determined by histamine-induced broncho-provocation (Hoff-
man et al,, 1998; Bedenice et al., 2008). An increased respiratory
resistance was recently demonstrated in horses 24 h after instilla-
tion of autologous blood into both sides of the lung (Art et al,,
2002), but no clinical study has yet evaluated respiratory function
in horses with naturally occurring EIPH compared to control
horses. The consequences of tracheal inflammation on respiratory
function are also unclear.

The molecular pathways that may be responsible for the effects
of neutrophils and eosinophils on respiratory function are uncer-
tain although mast cells may potentially enhance airway smooth
muscle contraction by releasing histamine, 5-hydroxytryptamine
(5-HT) and leukotriene (LT) D4 (Olszewski et al., 1999). A number
of studies have investigated the phenotypic characterisation of
lymphocytes in BALF (B lymphocytes and CD3, CD4, CD5 or CD8
T lymphocytes) in both RAO and control horses (McGorum et al.,
1993a; Watson et al., 1997), as well as the cytokine profiles of T
lymphocytes during an RAO crisis (Lavoie et al., 2001; Giguere
et al., 2002; Kleiber et al., 2005). However, the clinical relevance
of lymphocytes in TW and BALF collected from IAD affected horses
remains unclear.

Performance

A number of studies have demonstrated a deleterious effect of
airway disease on exercise ability and performance. Neutrophilic
tracheal inflammation with increased mucus production has been
associated with decreased racing performance, although high lev-
els of neutrophils in TW did not appear to be a risk factor in the ab-
sence of mucus and were actually associated with an increased
likelihood of racing (Holcombe et al., 2006).

Lower airway inflammation has been associated with impaired
alveolar-blood gas exchange during exercise (Couétil and Denicola,
1999; Sanchez et al., 2005). However, in other studies comparing
IAD and control horses, a significantly different physiological re-
sponse to exercise was demonstrated between groups Couroucé-
Malblanc et al., 2002; Richard et al., 2008). The specific association
between poor-performance and increased number of neutrophils
in BALF is well established (Fogarty and Buckley, 1991), but the
consequences of IAD, as currently re-defined (i.e. increase of BALF
neutrophils, mast cells, eosinophils or any combination of these
different ‘sub-types’), on racing performance is unknown.

There is no direct association between RBC count and exercise
performance, despite reports that administration of furosemide
or application of a nasal strip either improved performance
(Hinchcliff, 1999; Soma et al., 2000) or reduced RBC count in horses
during both treadmill (Lester et al., 1999; Geor et al., 2001; Kindig
et al,, 2003) and racetrack (Valdez et al., 2004) studies. The prob-
lem with these studies was that it was uncertain whether the
improvement in performance was due to the reduced RBC count
or to a specific effect of the treatment used. This difficulty was
compounded by the fact that tracheal endoscopic evaluations were
not undertaken, despite tracheobronchoscopic diagnosis of EIPH
being significantly associated with performance in racehorses
(Hinchcliff et al., 2005).

Microbiological analysis in relation to clinical and cytological
evaluation

Bacteriology

Care should be taken when interpreting microbiological cul-
tures taken from the lower respiratory tract. Since any microbes
detected usually belong to the normal flora of the upper airways
(Robinson and Derksen, 1998), isolation of bacteria in TW may
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Table 2
Possible pathogenic bacteria and probable contaminants commonly isolated in TW of
poor-performing horses.

Common pathogens Likely contaminants

Streptococcus equi zooepidemicus
Actinobacillus equuli equuli
Actinobacillus equuli haemolyticus
Pasteurella spp.

Mycoplasma spp.

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae
Streptococcus equi equi

Coagulase negative Staphylococcus
o-haemolytic Streptococcus
Pseudomonas spp.

Staphylococcus aureus

Bacillus spp.

Proteus spp.

represent infection, transient lower airway colonisation, or con-
tamination of the sample. A comparison of percutaneous (tran-
stracheal) aspiration and transendoscopic tracheal wash using a
guarded sterile catheter found no significant difference between
both techniques with respect to sample contamination (Christley
et al., 1999).

Table 2 summarises the most common possible pathogens and
probable contaminants isolated in TW. In a longitudinal study per-
formed over 3 years in Thoroughbreds, 22% of the TW samples
were bacteriologically sterile (Wood et al., 2005a). In a further
study, 40% of 1235 TW samples had mixed bacterial growths with
>103 colony forming units (CFU)/mL, which were more common
than pure growths (Chapman et al., 2000). Isolation of bacteria in
TW has long been associated with lower airway inflammation in
racehorses (Burrell et al., 1996; Chapman et al., 2000; Christley
et al., 2001b; Wood et al., 2005a,b). The chances of airway inflam-
mation being present were significantly increased with increased
numbers (CFU/mL) of Streptococcus zooepidemicus (Burrell et al.,
1996; Wood et al.,, 2005b), Actinobacillus spp. and Mycoplasma
equirhinis (Wood et al., 2005b). Coughing was significantly associ-
ated with TW isolation of S. zooepidemicus or Pasteurellaceae spp.
(Christley et al., 2001b), even if 58% of coughing horses in this
study had <10% CFU/mL of TW. However, since only TW and not

Table 3

BAL was performed in these studies, the relation between tracheal
infection and the actual IAD definition was not established (Couétil
et al., 2007).

Parasitology

Since respiratory parasitic infection associated with Dictyocau-
lus arnfieldi is characterised by eosinophilic inflammation in BALF,
presence of the nematode may confuse the diagnosis of IAD. Lung-
worm larvae may occasionally be found in respiratory fluids or in
the faeces using Baermann flotation. Specific diagnosis of lung-
worm is frequently based on a history of co-pasturage with don-
keys and the resolution of clinical signs with appropriate
parasiticidal drugs (Couétil et al., 2007).

Virology

Serological assays in longitudinal studies suggest that equine
herpesvirus-1 (EHV-1) and -4 (EHV-4) are not significantly associ-
ated with airway inflammation (Burrell et al., 1996; Wood et al.,
2005b) or coughing (Christley et al., 2001b). However, a different
study reported airway inflammation (rhinitis and bronchiolitis)
after experimental EHV-1 infection in ponies (Smith et al., 2000).

The use of polymerase chain reaction (PCR) on nasal swab sam-
ples or nasopharyngeal secretions has been used to detect influ-
enza virus (Foord et al, in press), EHV-1 (Perkins et al., 2008;
Pusterla et al., 2008), EHV-4 (Pusterla et al., 2005), as well as both
EHV-2 and EHV-5 (Bell et al., 2006) in naturally or experimentally
infected horses. EHV-5 has recently been identified by PCR in both
TW and BALF samples from control and poor-performing horses
(Fortier et al., in press), whereas prior to this, the virus was only
isolated in BALF or lung tissue from horses with multinodular pul-
monary fibrosis (Williams et al., 2007; Wong et al., 2008). The
pathogenic role of EHV-5 and its precise relation to airway inflam-
mation are unclear.

Chronological presentation of landmark publications regarding respiratory fluid evaluation in horses. TW, tracheal wash; BAL, bronchoalveolar lavage; BALF, bronchoalveolar

lavage fluid.
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Couétil et al. (2007)
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TW description in horses

BAL description in horses

Cytological discrepancy between TW and BAL

Viral serologic assays and airway inflammation

BALF eosinophils and airway hyper-responsiveness

BALF mast cells and airway hyper-reactivity

BALF neutrophils proportions 24 h after exercise

RBC count in BALF and exercise

TW bacterial isolation and airway inflammation

Distinction between RAO and IAD. Recommendations for BAL procedure
TW neutrophils, bacterial isolation and coughing

Guidelines for BALF conservation and processing

‘Alternative’ cytological EIPH definition

Alveolar macrophage graded haemosiderin score

Reference cytological values in clinically normal horses. Many aetiological factors in
IAD

Cytological discrepancy between TW and BAL

Mycoplasma and airway inflammation

Tracheal mucus/inflammation and performance

TW neutrophils proportions 1-2 h after exercise

BALF neutrophil proportions and cold weather exercise

BALF only for diagnosing IAD STI distinct from IAD. Different cytological profiles in
IAD

BALF neutrophils and coughing

PCR on TW/BALF for EHV detection in poor-performers

IAD sub-types and respiratory function

RBC, red blood cells; RAO, recurrent airway obstruction; IAD, inflammatory airway disease; EIPH, exercise induced pulmonary haemorrhage; PCR, polymerase chain reaction.
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Caution is required when using PCR for molecular diagnosis as it
yields no information about the biological state (latent, non repli-
cating or lytic) of the virus (Pusterla et al., 2008). Cytological eval-
uation of respiratory fluids may, however, support a diagnosis of
viral disease since morphological abnormalities of exfoliated cells
and ciliocytophtoria has been observed in BALF of experimentally
infected horses with either influenza or EHV-1 (Sutton et al,
1997, 1998). Equine influenza is generally associated with signs
of upper respiratory tract disease (Morley et al., 1999; Newton
et al., 2003).

Current research topics and diagnostic trends for the future

Several studies have evaluated the relevance of different inflam-
matory markers in respiratory fluids. Myeloperoxidase (MPO) con-
centration in BALF was significantly higher in RAO-affected horses
during either crisis or remission, compared to control horses (Art
et al., 2006), which suggested that both neutrophil activation and
release of phagolysosome content occur in RAO syndrome. High
levels of matrix metalloproteinase (MMP-2, -8, -9 and -13) activity
(Raulo et al., 2001a,b) and antioxidant depletion (Deaton et al.,
2006) were found in TW from RAO-affected horses. Furthermore,
MMP-9 was activated in a dose-dependent manner (Simonen-Joki-
nen et al., 2005) following inhalation of mould as early as 5 h after
‘mouldy hay challenge’ (Nevalainen et al., 2002). Significant corre-
lations were also found between TW and BALF neutrophil counts
and MMP levels (Raulo et al., 2001a,b), which may offer future po-
tential markers of active and destructive phases of equine lung
disorders.

Conclusions

The interpretation of respiratory fluid analysis has considerably
improved in recent times for diagnosing and understanding under-
lying pathophysiological mechanisms. This review has briefly sum-
marised some of the current information on the diagnosis of
respiratory conditions in sport horses (Table 3). A diagnosis of dis-
ease affecting performance should be based not only on laboratory
findings, but in conjunction with careful clinical and functional
assessments.
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The objectives of this study were to determine the prevalence of sub-clinical diseases in poorly-perform-
ing Standardbred horses, compare their physiological response to exercise with control horses, and iden-
tify predictive parameters of poor-performance. Fifty horses underwent thorough clinical and ancillary
examinations, including haematological and biochemical evaluation, Doppler echocardiography, stand-

[(eywords: ardised exercise tests (SETs) on both treadmill and racetrack, treadmill video-endoscopy and collection
lEq”fme of respiratory fluids.
Eizrocrigéance Most of the poorly-performing horses exhibited many concomitant diseases. The most frequently diag-

nosed problems involved the lower and upper respiratory tract and the musculoskeletal system. Poor-
performers had lower speeds at a blood lactate (LA) concentration of 4 mmol/L (Via4) and a heart rate
(HR) of 200 bpm (V200) on treadmill and racetrack, as well as lower values for haematological parameters,
plasma angiotensin-converting enzyme and antioxidants, compared to control horses. Problems of the
respiratory system were the most frequently diagnosed sub-clinical diseases affecting performance. SETs,
together with some blood markers, may be useful as a non-specific diagnostic tool for early detection of

Lower airways
Sub-clinical disease

diseases that may affect performance.

© 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Introduction

Poor athletic performance of racehorses is a major and signifi-
cant problem in the racing industry. Locomotory and respiratory
conditions have been identified as the two main causes of training
disruption and interruption of racing competitions in Thorough-
bred horses (Wilsher et al., 2006). Determining the definitive rea-
son for poor performance is however a real diagnostic challenge
since many of the causative conditions are multifactorial (Martin
et al., 2000) and may only be manifested during exercise (Morris
and Seeherman, 1991). In the former study, which included various
breeds of horse, musculoskeletal, cardiovascular and upper respi-
ratory tract problems were most frequently implicated in reducing
athletic performance. Evaluation of the lower respiratory tract
(LRT) was not performed in this study, although LRT disease is fre-
quently diagnosed in sport horses and associated with poor-perfor-
mance (Allen et al., 2006).
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Inflammatory airway disease (IAD) and exercise-induced pul-
monary haemorrhage (EIPH) are common conditions affecting
the LRT of racehorses. The reported prevalence in the Thorough-
bred population is 13.8% for IAD (Wood et al., 2005) and 43.8-
75.4% for EIPH (Pascoe et al., 1981; Raphel and Soma, 1982; New-
ton and Wood, 2002), depending on the chosen diagnostic method.
The association between EIPH and impaired performance has been
demonstrated by Hinchcliff et al. (2005a) and neutrophilic tracheal
inflammation with increased mucus production has been associ-
ated with decreased racing performance (Holcombe et al., 2006).
However, there is no published evidence of the impact of IAD on
equine performance (Robinson and Hoffman, 2003; Couétil et al.,
2007).

Examining the horse during exercise on either a treadmill (TM)
or on a racetrack (RT) can be useful in establishing the origin of
poor performance since it permits an objective evaluation of the
horse’s fitness, such as the assessment of lactate (LA) and heart rate
(HR) during exercise (Couroucé et al., 1997). The physiological re-
sponse to exercise, evaluated by the calculation of the velocities at
a blood LA concentration of 4 mmol/L (Via4) and HR of 200 bpm
(V200), was found to be correlated with the level of performance
(Leleu et al., 2005), although poorly-performing horses were not
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included in that study. A further study reported a significant differ-
ence in both Va4 and V,q9 between good and poorly-performing
horses (Couroucé-Malblanc et al., 2002), but the criteria used for
diagnosis of LRT disease were not defined.

Sub-clinical forms of diseases may affect one or more systems
which are implicated in physical effort and may therefore impair
equine performance. Early detection of such problems, as well as
the appreciation of their physiological consequences, is necessary
to maintain both performance and welfare. The aims of this case-
control study were to: (1) determine the prevalence of different
sub-clinical diseases in a population of poorly-performing Stan-
dardbred trotters; (2) compare their physiological response to
exercise on both TM and RT with control horses, and (3) determine
which parameters, out of a series of clinical and accessible ancillary
exams performed at rest, during or after exercise, would readily
discriminate between good and poor performers.

Materials and methods
Horses

The study included 50 French Standardbred trotters, aged 2-8 years, referred to
the Centre of Imaging and Research on Equine Locomotor Disease (CIRALE) between
October 2006 and February 2008. To be included in the study, horses had to be
either in competition at the time of the study or in active race training during the
preceding 3 months; in addition horses were required to undergo the clinical and
ancillary exams listed below, including both exercise tests. Prior to any procedure,
each horse was submitted to a thorough clinical examination in order to insure that
no obvious clinical abnormality was present.

Group constitution

Horses were divided into two groups based on racing performance during the
2 months preceding the examination and the trainers’ opinion of performance.
The control group included 12 fit and performing horses (Group 1: 8 males, 3 geld-
ings, 1 female) referred for routine athletic follow-up. No clinical disease was de-
tected in these horses which were therefore defined as clinically healthy at the
end of the tests. According to the trainers, the 38 other horses (Group 2: 11 males,
6 geldings, 21 females) were not performing as expected and had been referred for
poor performance evaluation. These horses were objectively considered as either
intermediate (Group 2A: 19 horses) or poor performers (Group 2B: 19 horses),
according to their race results. To be considered as good performers, horses had
to have finished at least once within the first five places. Intermediate performers
included horses finishing 5th-8th. Horses finishing >8th were considered as poor
performers.

Blood sample collection and processing

Venous blood samples were collected at rest on the morning of the examina-
tions and 1 h after each exercise test and sent for immediate haematological and
biochemical analysis, as well as evaluation of oxidant/antioxidant markers. The bio-
chemical parameters analysed included enzymes creatine kinase (CK), aspartate
aminotransferase (AST) and lactate dehydrogenase (LDH) for muscular evaluation,
fibrinogen, iron and serum amyloid A (SAA) as inflammatory markers, total proteins
and electrolytes (Na*, K*, CI") in relation to the exercise tests. The angiotensin-con-
verting enzyme (ACE) dosage was also assayed as this is common in practice,
although its relation to performance is uncertain. The ACE concentration was mea-
sured using an absorbance assay (ACE reagent, Trinity Biotech) at 340 nm (Verme-
irssen et al., 2002). Other biochemical parameters, including creatinine, gamma
glutamyl transferase and alkaline phosphatase, were also analysed in order to ob-
tain a comprehensive evaluation of each horse.

To evaluate the oxidant/antioxidant equilibrium, both enzymatic and non-enzy-
matic endogenous antioxidants, as well as markers of oxidative stress, were ana-
lysed according to previously detailed procedures (de Moffarts et al., 2005, 2007).
Briefly, one part of whole blood in ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) was
kept on ice for spectrophotometric analysis of superoxide dismutase (SOD) and glu-
tathione peroxidase (GPx) within 3 h of collection. After centrifugation of the
remaining blood at 900 g for 15 min, the plasma was immediately frozen on dry
ice, kept at —80°C and analysed within 7 days of collection. Plasma antioxidant
capacity of respectively, water soluble components (ACW) and lipid soluble compo-
nents (ACL) were determined by photochemiluminescence whereas the plasma
concentration of lipid peroxides (POOL) and oxidised proteins (PROTOX) were ana-
lysed spectrophotometrically.

Doppler echocardiography

Echocardiography (M-mode and two-dimensional) was performed on each
horse at rest (HR < 50 bpm) without sedation. Colour-flow and pulsed wave Doppler
echocardiography was also used; flow mapping of valvular regurgitation, when
present, was performed to obtain a semi-quantitative measurement of the severity
of the valvular regurgitation (Reef, 1995).

Standardised exercise tests (SETS)

Each horse performed two stepwise SETs on respectively, the TM (Mustang,
Graber AG) and 1275 m sand RT. Horses underwent a previous acclimation 4 h prior
to the TM test. A 5 min warm-up at walk then at trot was performed; the slope was
then set at 4% and three steps of 2 min each were performed at speeds of 7.0, 9.0
and 11.0 m/s, respectively. Between each step, horses recovered at 4.5 m/s over
2 min. A resting period of at least 3 days was left between the different tests. The
RT test consisted of a warm-up phase over 3000 m, followed by in three steps of
1500 m each at speeds of 8.3, 9.7 and 11.7 m/s (30, 35 and 42 km/h), respectively,
with a recovery period at a slow-trot over 500 m between each step and a
1500 m recovery phase at the end of the test.

The HR was monitored in real time and a base-apex electrocardiogram (ECG) re-
corded during each exercise test using telemetry ECG system (Televet 100, Jergen
Kruuse). Venous blood samples were obtained at the end of each step, and total
blood LA concentration immediately measured. The velocities at HR 200 beats/
min (V,g0) and at blood LA concentration 4 mmol/L (Va4) Were, respectively, calcu-
lated by linear regression (Dubreucq et al., 1995) and exponential analysis (Valette
et al,, 1991).

High-speed treadmill video-endoscopy

At the end of the TM exercise test, the horse was stopped for 1 min to allow
positioning of the endoscope in the upper respiratory tract (URT). Thereafter, the
slope was set at 6% and a further step was performed by increasing speed from
9.0 m/s to maximal speed by 0.5 m/s increments every 30s up to fatigue. This
was followed by a 5 min recovery period at 4.5 m/s.

Locomotory examination

Video recordings of each horse taken from lateral and a caudal views were re-
viewed and scored by an expert blinded to the horse’s history and physiological
variables. Lameness during high-speed locomotion was evaluated directly as well
as in slow motion. An adaptation of the five point AAEP lameness grading scale (Ta-
ble 1) was proposed for evaluating Standardbred horses at high velocities.

Upper and lower airway endoscopy and collection of respiratory samples

Airway endoscopy was systematically performed 60 min after the TM test. Pha-
ryngeal lymphoid hyperplasia (Raker and Boles, 1978) and laryngeal movements
(Ducharme, 2003) were scored. A visual inspection and scoring of the trachea for
blood (Hinchcliff et al., 2005b) and mucus accumulation (Gerber et al., 2004) was
also performed.

The tracheal wash (TW) was then performed by advancing a guarded sterile
polypropylene catheter through the biopsy channel. The endoscope was placed at
the lowest point of the trachea and 30 mL of sterile isotonic saline was instilled
and the fluid re-aspirated. The TW sample was placed in a serum tube and submit-
ted to bacteriological analysis. Horses were sedated using romifidine (0.03 mg/kg,
IV) prior to performing a bronchoalveolar lavage (BAL) using a 300 cm long,
9 mm diameter sterile tube that was advanced into the trachea until it became
wedged in a distal bronchus. The cuff was then inflated with 5 mL of air and
250 mL of sterile 0.9% saline were sequentially infused and aspirated. Aliquots of
BAL fluid (BALF) were pooled and placed in tubes containing EDTA, as was TW. Both
samples were then prepared by cytocentrifugation at 75 g for 10 min and stained
for cytological analysis. The differential cell counts were performed by counting a
minimum of 200 cells. The number of each cell type was expressed as a percentage
of total leucocyte count.

Case definition

The following definitions were adopted:

e Upper respiratory tract (URT) obstruction: presence of a static or dynamic laryn-

geal and/or pharyngeal obstruction during exercise.

Inflammatory airway disease (IAD): BALF cytology showing >10% neutrophils or

>2% mast cells or >1% eosinophils, or any combination of these three criteria

(Robinson and Hoffman, 2003; Couétil et al., 2007).

e Syndrome of tracheal inflammation (STI) (Couétil et al., 2007): cytological exami-
nation of TW showing >20% neutrophils.
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Table 1
Lameness grading scale for Standardbred horses during high-speed locomotion
(adapted from AAEP? grading scale).

Score Description

0 Lameness is not perceptible at any speed

1 Lameness difficult to observe; not consistently apparent regardless of the
speed

Lameness difficult to observe; consistently apparent at some speed levels
Lameness consistently observable at trot at all speeds

Lameness obvious; marked nodding, hitching, and/or shortened stride
Lameness obvious; minimal weight bearing

abh wWwN

2 AAEP, American Association of Equine Practitioners.

e Exercise-induced pulmonary haemorrhage (EIPH): tracheobronchoscopic blood
grading >1, and/or cytological examination of BALF in which >20% of macro-
phages were haemosiderophages (adapted from Newton and Wood, 2002).
Bacterial infection: isolation of bacteria (Streptococcus zooepidemicus or Actinoba-
cillus equuli in this study) in numbers >10° colony-forming units/mL of TW.
Sub-clinical exercise-induced rhabdomyolysis: plasma with CK activity >500 UI/L
after exercise alone or in conjunction with an AST activity >400 UI/L and/or an
LDH activity >600 UI/L.

Locomotor disturbance: irregularity graded >2 (adapted AAEP grading scale)
observed solely at high-speed on either treadmill or racetrack.

Maladapted training: values of Va4 and/or V,qo lower than reference values from
horses of same age and training status (Couroucé et al., 2002) in absence of
definitive diagnosis of disease.

Statistical analysis

Two-factors ANOVA (performance and sampling time) followed by the least sig-
nificant difference test was used to compare continuous data between groups as
well as between sample times within groups. Discrete data were compared by
use of y2. Associations between parameters were determined using Pearson’s cor-
relation coefficient. Values of P < 0.05 were considered significant.

Results
Horses

Age was, respectively, 4.8 + 1.5 years (mean * SD) for the ‘con-
trol’ group (Group 1); 4.6 + 1.9 years for ‘intermediate performers’
(Group 2A) and 4.2 + 1.6 years for ‘poor performers’ (Group 2B). No
significant difference was found between groups neither for age
nor sex. Horses referred for poor performance evaluation had not
previously shown any clinical sign of disease and only one horse
exhibited abnormal respiratory noise during exercise.

Prevalence of the different diseases

Among the control group, the presence of blood drops was ob-
served in the trachea of two horses (EIPH score 1/5) whereas no
other respiratory abnormality was present. Three other horses
were subtly irregular (grade 1/5) during high-speed locomotion
but did not reach the criteria for suffering locomotor disturbance.

Fig. 1 illustrates the absolute number of affected horses for each
diagnosed disease. Multiple concomitant problems were present in
30/38 poorly-performing horses (Fig. 2) and 33 horses presented
some form of respiratory disease. URT dynamic obstruction was
diagnosed during exercise in 16 horses and LRT disease was found
in 32 horses. The URT obstruction included axial deviation of the
aryepiglottic fold in nine horses, pharyngeal collapse (n = 4), dorsal
displacement of the soft palate (n=2), and vocal fold collapse
(n=1).

Of the LRT problems, cytological evidence of IAD was present in
25 horses, STI in 20 horses and 10 had EIPH. Among the 25 IAD-af-
fected horses, 16 also exhibited STI, the latter being present with-
out IAD in 4/20 STI affected horses. Among the 10 EIPH-affected
horses, eight also had STI, whereas five showed evidence of IAD.

16
144 » Intermediate performers
124 Poor performers

Number of horses
o
\

1
g T |I| 1
s 1m m [l [|m [n (o
URT IAD STI EIPH Rhabdo Loco
Diagnosis

Training

Fig. 1. Prevalence of the different diseases in 19 intermediate- and 19 poor-
performers. Rhabdo, exercise-induced rhabdomyolysis; Loco, locomotory
disturbance.

B Intermediate performers

[2)]

Poor performers

II- II-
I | 1

4 5
Number of problems

=Y
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Fig. 2. Number of concomitant problems in 19 intermediate and 19 poor
performers.

Microbiological analysis revealed bacterial infection in three
horses with STI. Locomotor disturbance (grade 2-3/5) was found
in eight horses at high speed only, sub-clinical rhabdomyolysis
was present in nine horses and four horses were inadequately
trained. Two horses were concomitantly affected by lameness
and rhabdomyolysis. During echocardiography, mild to moderate
valvular regurgitations were found in 20/38 poorly-performing
horses as well as in 6/12 control horses. No modification of cardiac
morphology was associated with these regurgitations at rest. Nei-
ther prevalence nor severity of regurgitations was significantly dif-
ferent between groups.

Clinical and cytological respiratory examination

No significant difference was found between groups for pharyn-
geal lymphoid hyperplasia. Left arytenoid cartilage collapse was
diagnosed at rest in one horse and epiglottic entrapment in an-
other one. The amount of tracheal mucus was significantly differ-
ent between groups: the mucus score of control horses
(0.77 £0.79) was significantly lower than that for intermediate-
(1.66+0.96; P=0.0234) and poor-performing (1.861.14;
P=0.0065) horses. Considering the different categories, horses of
Groups 2A and 2B had a significantly greater percentage of neutro-
phils and a lower percentage of macrophages in both TW and BALF
than control horses (Fig. 3). A significant correlation was present
between TW and BALF for neutrophil percentage (r=0.515;
P =0.0003). No significant correlation was found between tracheal
mucus score and cytology of either TW or BALF, whereas the
endoscopic score of tracheal blood correlated fairly well and
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significantly with haemosiderophages in TW

P =0.0483), but not in BALF (r=0.257; P=0.081).

(r=0.285;

Exercise tests and physiological response to exercise

Fig. 4 illustrates the blood lactate and heart rate response to TM
and RT tests. Both LA and HR were significantly lower in Group 1
than in other groups. Va4 and Vg were significantly higher (Table
2) in horses from Group 1 than both Groups 2A and 2B for both
exercise conditions.
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Haematological and biochemical examination

Horses from both Groups 2A and 2B presented significantly
lower values of haematocrit, haemoglobin, mean cell haemoglobin
and mean cell volume compared to Group 1 (control) when evalu-
ated both at rest and after exercise (Table 3). Significant differences
were also found within groups between the moments of sampling.

ACE concentration was also significantly higher in Group 1 than
both Groups 2A and 2B (Table 3). Fibrinogen was significantly low-
er in Group 1 than both 2A and 2B whereas SAA was significantly
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Fig. 3. Mean + SD differential cell counts on (a) bronchoalveolar lavage and (b) tracheal wash in 12 control horses, 19 intermediate and 19 poor performers. Neutro,
neutrophils; Eos, eosinophils; Lymph, lymphocytes; Mast, mast cells; Macro, macrophages; Giant, giant multinucleated cells; Haemo, haemosiderophages. “Significantly

different from control (P < 0.05).
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Fig. 4. Physiological response to exercise (mean + SD) in 12 control horses, 19 intermediate and 19 poor performers: blood lactate evaluated at the end of each step on (a)
treadmill and (b) racetrack; heart rate achieved at each step on (c) treadmill and (d) racetrack. ‘Significantly different from control (P < 0.05).
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Table 2
Mean (+SD) physiological variables obtained during standardised exercise tests in 12
control horses, 19 intermediate and 19 poor performers.

Field Group Viag (km/h) V200 (km/h)

Treadmill Control 34223 35427
Intermediate 31.2+3.1° 315436
Poor 294+35" 293+36"

Racetrack Control 40.7+3.2" 37.5+3.0
Intermediate 36.9+1.8"" 354426
Poor 36.0+1.8"" 349+28""

" Significantly different from corresponding control (P < 0.05).
" Significantly different from corresponding value on treadmill (P < 0.05).

higher in Group 2A compared to Groups 1 and 2B (Table 3). A fair
but significant correlation (r=0.320; P=0.0281) was found be-
tween SAA and fibrinogen levels. No association was found be-
tween blood inflammatory markers and the cytology of
respiratory fluids. Among oxidant/antioxidant markers (Table 4),
horses from Group 1 exhibited both higher values of enzymatic
antioxidants (SOD, GPx) and lower values of pro-oxidants (POOL,
PROTOX) than poor-performing horses.

Table 3

Discussion

Overall, a definitive diagnosis of disease was obtained in 34/
38 horses with reduced performance, and the different problems
were equally distributed between the intermediate and poor per-
formers. The four remaining horses were considered to be inap-
propriately trained according to their history and physiological
response to exercise. Martin et al. (2000) found a definitive cause
of poor performance in 73.5% of horses, but had not evaluated
LRT. In our study, many horses presented several concomitant
problems, as has been previously reported in other sport horses
(Martin et al., 2000). Simultaneous diseases may theoretically af-
fect each system implicated in the physical effort. Valvular regur-
gitations were not associated in this study with poor
performance since both prevalence and severity of regurgitations
were not significantly different between groups. In a recent
study, Young et al. (2008) found no negative association with
performance despite the high prevalence of regurgitations dem-
onstrated in racehorses.

Among the different sub-clinical diseases identified in our
study, respiratory problems were most commonly diagnosed, with
LRT troubles being present in 84.2% of the poorly-performing

Mean (+SD) haematological and biochemical parameters evaluated at rest and 60 min after exercise in 12 control horses, 19 intermediate and 19 poor performers.

Tube Analysed Units Rest (Day 1) Post-TM test (Day 1) Post-RT test (Day 2)
BRI Group 1 Group 2A Group 2B Group 1 Group 2A Group 2B Group 1 Group 2A Group 2B
EDTA Leucocytes mm—>  7.30+223 8.35%1.65 8.05+1.38 8.81+241 9.88 +2.07"" 9.58 £2.06"° 7.54+2.11 833+217 8.65 £2.29
Haemoglobin g/ 148+1.1 14.0%15 135+1.5 16.0+1.2" 151%12 144+14"" 153+15 14.0:11 139+1.2°
100 mL
Haematocrit % 386+35 359%55 347+3.0° 399+44 38.8+3.6" 36.6+3.7° 393+33 363:28 35.7+3.1
Mean cell Pg 166+1.1 15.6+1.0° 153+09 169+1.1 15.8+1.2° 154+0.8" 163+1.1 15710 15.3+0.8"
haemoglobin
Mean cell w3 429+29 405+32 39.5+28  415+3.1 41.0+24 394+27 41922 405%25 39.2+23"
volume
Heparin CK UI/L 142 +30 158 + 135 160 + 204 168 + 59 279+230" 231+213 196 + 69 189119 156 + 62
ACE Ul/L 112 +20 94 +21 96 + 27" 119+30 94 +22° 100 + 30" 111+15 91122 94 +23°
K mmol/ 3.57+023 3.55+037 3.50+048 3.06+0.15" 31027 3174034 3.02+030 2.96+024 3.01 £ 045
L
Serum SAA mg/L 18.1+26.1 282.6+504.5° 41.1+36 114 +12.1 392.6 +603.6° 30.7+28.0 16.6+20.1 182.5+409.3 260.4+493.2
Citrate  Fibrinogen g/L 2.37+0.81 3.03+0.73 3.27+0.74° nd. n.d. n.d. n.d. nd. n.d.

CK, creatine kinase; ACE, angiotensin-converting enzyme; SAA, serum amyloid A.
" Significantly different from corresponding control (P < 0.05).
" Significantly different from corresponding value at rest (P < 0.05).

Table 4

Mean (£SD) values of both oxidant and antioxidant markers evaluated at rest and 60 min after exercise in 12 control horses, 19 intermediate and 19 poor performers.

Analysed Units Rest (Day 1) Post-TM (Day 1) Post-RT (Day 2)

DAiUeters Group 1 Group 2A Group 2B Group 1 Group 2A Group 2B Group 1 Group 2A Group 2B

ACW nmol eq 784+19.7 665+21.8 81.7+39.7 116.8+43.2" 121.3+664"" 139.6+ 869" 1003+368 83.5+21.9 114.5+69.3
AA/mL

ACL nmol eq 15.83+443 1743+729 1392+448 1558+440 17.86+6.44 16.17 £5.08 1592+756 18.93+7.77 18.00%8.56
TROLOX/mL

SOD 1U/g Hb 1448 +302 1157 +306° 1316+319 1110+£329™" 1238 +411 1234 £ 297 1626 +382 1504 +403 1592 +407

GPx 1U/g Hb 267 + 107 161 +69° 176 + 72" 265 + 105 181+ 83" 183+ 74 277 £97 214+ 68" 207 + 69"

POOL pmol/L 413+286 103.2+84.0° 101.6+63.9 37.7+334 98.2 +87.3 96.3 + 66.0 35.0+25.1 97.2+926 91.5+56.2

PROTOX pmol/g 0.020 +0.011 0.022 +0.008 0.025+0.008 0.018 +0.009 0.028 +0.015""" 0.030+0.011° 0.024 +0.007 0.025+0.011 0.026 +0.008
protein

ACW, plasma antioxidant capacity of water soluble components; ACL, plasma antioxidant capacity of lipid soluble components; SOD, superoxide dismutase; GPx, glutathione

peroxidase; POOL, lipid peroxides; PROTOX, oxidised proteins.
" Significantly different from corresponding control (P < 0.05).
" Significantly different from corresponding value at rest (P < 0.05).
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horses. Furthermore, 22/33 horses with respiratory disease were
diagnosed with at least two simultaneous respiratory diseases.

A recent study attempted to distinguish between IAD (accord-
ing to our definition) and STI (Couétil et al., 2007), although the
relationship between these two syndromes is still uncertain. Air-
way inflammation is normally diagnosed by either TW or BALF
(Sanchez et al., 2005; Wood et al., 2005), although, despite using
both TW and BALF in the current study, we still found inconsistent
clinical manifestations between IAD and STI, as has been previ-
ously reported (Malikides et al., 2003; Allen et al., 2006). Indeed,
nine horses were IAD-affected in the absence of STI, whereas four
horses exhibited STI without IAD. Tracheal inflammation associ-
ated with mucus accumulation is known to have a negative impact
on performance (Holcombe et al., 2006) and the current study
showed that IAD-affected horses also had lower athletic parame-
ters. The negative impact of IAD, as currently redefined, has re-
cently been demonstrated on both pulmonary function (Richard
et al., 2009) and physiological response to exercise (Richard
et al.,, 2008a). However, its consequences on racing performance
are still uncertain.

A relationship between airway inflammation and EIPH has been
identified for many years (Newton and Wood, 2002), although this
link was not as strong in the present study. Our cytological defini-
tion of EIPH was based on the identification of haemosiderophages
in either TW or BALF. Haemosiderophages appear within 1 week
after an episode of EIPH and may persist for several months in
the respiratory tract, thus indicating that the pulmonary haemor-
rhage occurred prior to the horse’s examination (Step et al,
1991). This could explain why cytological evidence of EIPH oc-
curred even in absence of visible blood in the trachea in two of
our horses. According to the amount of tracheal blood, the severity
of EIPH may be graded by tracheobronchoscopy (Hinchcliff et al.,
2005b) and its relation to performance has been established
(Hinchcliff et al., 2005a); the combination in our study of both
endoscopic and cytological definition allowed however a more
accurate detection of any previous episode of EIPH.

Since most of the poorly-performing horses in the present study
were sub-clinically affected, examining the horse during and after
exercise was often necessary to make a definitive diagnosis. In-
deed, both URT obstruction and locomotory disturbance were not
detectable at rest and at slow-trot, respectively, but only when
the horse was trotting at high-speed. Similarly, exercise-induced
rhabdomyolysis and pulmonary haemorrhage may be suspected
but not definitely diagnosed at rest.

Physiological responses to both field and treadmill exercise dif-
fered significantly between groups, giving an objective measure of
the negative impact of all diagnosed diseases on the horse’s ath-
letic capabilities. Physiological variables also significantly differed
according to the exercise conditions: the intensity of the TM test
was higher than the RT test, as the former revealed higher LA
and HR at each step of the tests for the whole population. Our
study nevertheless demonstrated that two different SETs, per-
formed in two different conditions, allowed satisfactory discrimi-
nation between good and poor performers.

Previous studies have evoked the specific influence of respira-
tory disease (Couroucé-Malblanc et al., 2002) and locomotory dis-
turbance (Richard et al., 2008b) on Va4 and V,qq, respectively. The
differences observed between groups in our study for both LA and
HR could be explained by the multiple sub-clinical problems ob-
served in intermediate and poor performers. It was impossible to
define groups of horses showing a single disease at a time. SETs
may therefore be used as a non-specific diagnostic tool for early
suspicion of disease affecting performance and are easy to inte-
grate in a horse’s training routine.

In the present study, significant differences were found among
haematological parameters in good compared to poor-performing

horses. Whatever the level of performance, each horse was sup-
posed to be in active race training when the study was undertaken.
High-intensity training was found to significantly increase resting
blood cell count, haematocrit and haemoglobin concentration
(Lykkeboe et al., 1977; Snow et al., 1983), whereas low-intensity
exercise training had no significant effect on the resting or recov-
ery haemogram (Rose et al., 1983). Red cell hypervolaemia is a syn-
drome characterised by a significant increase in red cell volume
and total blood volume, and it was previously suggested that it
indicated overtraining in horses (Persson, 1967; Persson et al.,
1980). More recent studies failed to find significant changes in
red cell volume with overtraining (Tyler-McGowan et al., 1999;
Hamlin et al., 2002). Even significant differences between groups
in our study, resting evaluation of haematological parameters did
not have a predictive value on the physiological response to exer-
cise. Careful standardisation of the exercise tests on either tread-
mill or racetrack, as well as the moment of sampling after
exercise is therefore of prime importance in accurate
interpretation.

Since no difference was found between groups for most of the
biochemical parameters analysed at rest or after exercise, non-spe-
cific biochemical screening failed (in the conditions of our study) to
have a predictive value on performance level. Among the non-spe-
cific inflammatory markers, SAA was found at rest to be signifi-
cantly higher in intermediate- than in both poor-performers and
control horses. This could be due to very high values of SAA in
three horses; indeed, SAA may exponentially increase within
48 h and then decrease to normal range within the same time (Jac-
obsen and Andersen, 2007). High concentrations of SAA have been
noted in clinical respiratory infection (Pepys et al., 1989; Nunoka-
wa et al., 1993), although SAA was not useful in the current study
to detect sub-clinical airway inflammation, since 14 horses with
either STI or IAD had normal (<20 mg/L; Jacobsen and Andersen,
2007) blood values of SAA.

Oxidant/antioxidant imbalance may occur in poor performers,
since the resting values of both antioxidants (SOD, GPx) and pro-
oxidants (POOL) were significantly different between groups
whereas PROTOX differed significantly only after exercise. In con-
trast, the antioxidant capacity of plasma was not different between
groups in the conditions of our study. Oxidative stress has been de-
fined as a disturbance of the equilibrium between oxidants and
antioxidants in favour of the latter (Sies, 1991), although the term
oxidant/antioxidant imbalance is preferred (Kirschvink et al., 2008)
since the measurement of oxidants, oxidant markers or antioxi-
dants does not necessarily allow a precise determination of the
oxidative stress status (i.e. modifications of cellular components
due to oxidation).

Oxidant/antioxidant imbalance has previously been demon-
strated after exercise (de Moffarts et al., 2007) and in pathological
processes, such as recurrent airway obstruction (Kirschvink et al.,
2002). In the present study, post-exercise values of ACW were sig-
nificantly increased for all groups compared to resting values,
which agreed with previous studies (de Moffarts et al., 2007),
whereas exercise elicited a significant increase of PROTOX in
poorly-performing horses only. Evaluation of this latter oxidant
marker may therefore be more effective when performed 60 min
post-exercise than at rest. The association between oxidant/antiox-
idant imbalance and impaired performance suggested that these
markers may be useful in screening athletic horses, although the
involvement of oxidative stress in diseases affecting performance
of sport horses remains unclear.

Plasma ACE concentration was found to be higher in good per-
formers compared to others. The concentrations observed in the
current study were much higher than values previously published
for young Thoroughbreds (Coomer et al.,, 2003). This may be
explained by the use of different assays for measuring ACE
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concentration, as well as differences in both race and age between
the two studies. The relation between ACE and performance has
been extensively evaluated in human medicine, in which genetic
polymorphism seems to be associated with improved performance
(Williams et al., 2000). The exact underlying mechanism still needs
to be clarified, although a direct influence of the renin-angiotensin
system on metabolic efficiency has been proposed (Montgomery
et al.,, 1999). To date, the relationship between equine ACE gene
and performance has yet not been evaluated. In our study, no sig-
nificant difference was found between pre- and 60 min post-exer-
cise ACE concentrations, which agreed with a previous study in
human athletes performing acute exercise (Day et al., 2004). The
influence of chronic training on ACE concentration, as well as its
potential predictive value in determining performance in racehors-
es, should be further investigated.

Conclusions

The present study involved extensive clinical and complimen-
tary evaluation of poor performance in comparison with control
horses at rest as well as during and after exercise on both treadmill
and racetrack. We combined both objective diagnosis of sub-clini-
cal diseases and evaluation of associated physiological responses to
exercise in horses with different levels of performance. This is, to
our knowledge, the first study measuring ACE concentrations in
Standardbred horses, as well as demonstrating its possible relation
to performance.

Oxidant/antioxidant markers, ACE concentration and erythro-
cytic parameters may be useful as non-specific indicators of poor
performance risk, whereas physiological responses to exercise
would allow early detection of sub-clinical disease as well as an
objective evaluation of its effects on performance.
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Annexes

Article 2 :

Influence of subclinical inflammatory airway disease on equine respiratory

function evaluated by impulse oscillometry.
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Influence of subclinical inflammatory airway disease on
equine respiratory function evaluated by impulse oscillometry
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Summary

Reasons for performing study: Inflammatory airway disease
(IAD) is a nonseptic condition of the lower respiratory tract.
Its negative impact on respiratory function has previously
been described using either forced expiration or forced
oscillations techniques. However, sedation or drug-induced
bronchoconstriction were usually required. The impulse
oscillometry system (IOS) is a noninvasive and sensitive
respiratory function test validated in horses, which could be
useful to evaluate IAD-affected horses without further
procedures.

Objectives: To determine the sensitivity of IOS in detecting
alterations of the respiratory function in subclinically IAD-
affected horses without inducing bronchoprovocation and to
characterise their respiratory impedance according to
frequency for each respiratory phase.

Methods: Pulmonary function was evaluated at rest by I0S in
34 Standardbred trotters. According to the cytology of
bronchoalveolar lavage fluid (BALF), 19 horses were defined
as IAD-affected and 15 horses were used as control (CTL).
Total respiratory resistance (Rrs) and reactance (Xrs) from
1-20 Hz as well as their inspiratory and expiratory
components were compared between groups.

Results: A significant increase of Rrs at the lower frequencies
(Ry_10 Hp) as well as a significant decrease of Xrs beyond 5 Hz
(X5_20 gy Was observed in IAD compared to CTL horses.
I0S-data was also significantly different between inspiration
and expiration in IAD-affected horses. In the whole
population, both BALF eosinophil and mast cell counts were
significantly correlated with IOS measurements.

Conclusions: Functional respiratory impairment may be
measured, even in the absence of clinical signs of disease. In
IAD-affected horses, the different parameters of respiratory
function (Rrs or Xrs) may vary depending on the
inflammatory cell profiles represented in BALF.

Potential relevance: Impulse oscillometry could be used in a
routine clinical setting as a noninvasive method for early
detection of subclinical respiratory disease and of the results
of treatment in horses.

Abbreviations

BALF: Bronchoalveolar lavage fluid

FEM: Forced expiration method

FOT: Forced oscillation technique

IAD: Inflammatory airway disease

10S: Impulse oscillometry system

Rrs: Total respiratory resistance

Xrs: Total respiratory reactance
Introduction

Inflammatory airway disease (IAD) has recently been defined
(Couétil er al. 2007) as a nonseptic inflammation affecting horses
of any age. Clinical signs may include poor performance, exercise
intolerance and coughing, with or without excessive tracheal mucus
and the definitive diagnosis of IAD is obtained by BALF evaluation
(Cougétil et al. 2007). Cytology is characterised by increased total
nucleated cell count with mild neutrophilia and lymphocytosis
(Moore et al. 1995; Couétil and Denicola 1999; Sanchez et al.
2005) or, alternatively, by increased mast cell or eosinophil counts
(Moore et al. 1995; Hare and Viel 1998). Despite the presence of a
common neutrophilic inflammation in bronchoalveolar lavage fluid
(BALF) in both recurrent airway obstruction (RAO) and IAD
(Robinson 2001), horses with IAD exhibit neither increased
respiratory effort at rest (Robinson and Hoffman 2003) nor any
response to mouldy hay challenge (Dixon et al. 1995).

Different pulmonary function tests, including the oesophageal
balloon technique (Pirrone et al. 2007) or the forced oscillation
technique (FOT; Hoffman and Mazan 1999), have previously been
used to assess the potential effect of IAD on lung function. In
previous studies, respiratory manoeuvres (Pirrone et al. 2007) or
bronchoprovocation (Hoffman and Mazan 1999) were performed
to detect IAD-induced respiratory dysfunction. Subclinically
IAD-affected horses were shown to be significantly more sensitive
to bronchoprovocation than control horses (Mazan et al. 2005),
whereas baseline pre-challenge values of resistance and
compliance were comparable between IAD and control groups. In
another study, airflow obstruction was detected using a forced
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expiration method (FEM; Couétil er al. 2001) in sedated horses
clinically affected by IAD for at least 6 months. The availability
of a simple and noninvasive test, sensitive enough to allow the
detection of functional impairment of respiratory impedance in
horses presenting subclinical IAD, would facilitate the
investigation of a wider number of horses, in a regular clinical
setting, and help to document the efficiency of future treatments.

The impulse oscillometry system (IOS) is a noninvasive
function test validated in horses (van Erck et al. 2004a), based on
the FOT principle (Young et al. 1989). This system allows a quick
and easy evaluation of respiratory function by estimation of total
respiratory impedance, airway resistance, elastic capacity of the
lungs and homogeneity of ventilation (Cutillo and Renzetti 1983;
Peslin and Duvivier 1998). Previous FOT data were obtained in
IAD-affected horses using a monofrequent generator signal at
different frequencies between 1 and 7 Hz (Hoffman and Mazan
1999), whereas IOS applies multifrequency external signals
(impulses) on the respiratory system. Mechanical parameters are
measured over a standard frequency range of 5-35 Hz, which
reflects impedance at different levels of the respiratory tract
(Vogel and Smidt 1994; van Erck et al. 2006), the lower
frequencies possibly being more influenced by peripheral
respiratory structures (Vogel and Smidt 1994). More recently, a
special algorithm was adapted to the I0S procedure in order to
assess data frequencies below 5 Hz, as well as to separate
inspiratory and expiratory characteristics of impedance (Klein et
al. 2006). Indeed, impedance parameters obtained at frequencies
<5 Hz evaluate the pulmonary function in human patients more
accurately (MacLeod and Birch 2001) than higher frequencies,
and have been advocated as potentially more sensitive in horses
(Young et al. 1997). Furthermore, separate analysis of inspiratory
and expiratory impedance improved the sensivity of 10S
measurements in human asthmatic subjects (Goldman ez al. 2002).

The aim of the present study were to: 1) determine if the IOS
was sensitive enough to detect alterations in the respiratory
function of subclinically [AD-affected horses at rest, without
any further manoeuvres such as bronchoprovocation; and
2) characterise respiratory impedance according to frequency and
respiratory phases (inspiratory vs. expiratory) in horses with
modified BALF cytological profiles.

Materials and methods
Horses

Standardbred trotters (n = 34) were used (age 2-8 years;
bodyweight 421-542 kg). All horses were in training and were
referred either for routine clinical follow-up or for poor
performance evaluation. Prior to complementary procedures, each
horse underwent a thorough clinical examination, including
respiratory auscultation and endoscopy of the upper respiratory
tract. None of these horses exhibited any clinical sign of
respiratory disease.

Bronchoalveolar lavage

Bronchoalveolar lavage was performed 60 min after exercise;
horses were sedated using romifidine (0.03 mg/kg bwt i.v.) and
restrained using a nose twitch. A 300 cm long, 9 mm diameter,
sterile BAL tube (Bivona)! was passed via one nostril and ventral
nasal meatus into the trachea until being wedged in a distal
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bronchus. The cuff was then inflated with 5 ml air and 250 ml
sterile 0.9% saline were sequentially infused and aspirated.
Aliquots of lavage fluid were pooled and placed in tubes
containing EDTA. Samples were then prepared by
cytocentrifugation (Shandon Cytospin?; 75 g, 10 min) and stained
with May Grunwald Giemsa. The differential cell counts were
performed by counting a minimum of 200 cells. The results of
each cell type were expressed as a percentage of leucocyte count.

Group constitution

Nineteen horses were defined as IAD-affected based on the
recommendations of the Havemeyer Foundation Workshop
(Robinson and Hoffman 2003) and the American College of
Veterinary Internal Medicine (ACVIM) Consensus Statement
(Couétil et al. 2007). Upon examination of BALF cytology, horses
with at least one of the following criteria were considered to have
evidence of IAD: >10% neutrophils, >2% mast cells or >1%
eosinophils. Fifteen horses with lower percentages for these
inflammatory cells in BALF cytology were used as controls
(CTL).

Description of 10S procedure

Further details of the technique, including an illustrative video, can
be accessed via www.evj.co.uk/suppinfo. Pulmonary function was
evaluated at rest with an IOS device especially designed for horses
(Equine IOS Master Screen)?. The principle of I0S measurements
in horses is described elsewhere (van Erck et al. 2004a). Technical
features are summarised briefly as follows: a loudspeaker produces
impulses of multifrequency content, which are transmitted to the
horse’s respiratory system via a flexible tube and an airtight
facemask, representing minimal dead space. The respiratory
system produces a pressure-flow signal response, superimposed to
the animal’s spontaneous breathing. A pneumotachograph and
pressure transducers placed directly in front of the facemask
measure central flow and differential pressure across the
respiratory tract and chest. For each individual test, data were
acquired over a 30 s period. Response signals of the superimposed
impulse excitation were processed by fast Fourier transformation;
data acquisition and parameters were calculated using integrated
software (LAB 4.53) to obtain respiratory resistance (Rrs) and
reactance (Xrs) in a range of frequencies from 5-35 Hz.

To assess data at frequencies below 5 Hz (Klein et al. 2006),
the original primary data time trends of pressure and flow were
recalculated by use of a special algorithm which was programmed
with help of the data analysis system FAMOS (Fast Analysis and
Monitoring Of Signals)*. Contrary to the integrated LAB
software, the FAMOS system allows a high degree of flexibility in
data analysis. The recalculation with FAMOS provided global
average data, covering all impulses as well as separated
inspiratory and expiratory breathing characteristics. Resulting
data were then averaged for the following variables: Rrs and Xrs
at 1, 2, 3, 5, 7, 10, 12, 13, 15 and 20 Hz (R] Hz» R2 Hz--- R20 Hz»
X1 Hzs X2 Hz- -+ X20 Hp): as well as separated means for inspiration
(Rll Hz» R12 Hz--- Rizo Hz» Xll Hz» X12 Hz--- Xi20 HZ) and expiration
(Rey pz Res g, Reyg bz Xey pz Xep pyz--- Xeoo py)-

Before each experiment, the system was calibrated. Flow
volume calibration was performed by forcing known volumes of
air through the pneumotachograph, using a 2 1 calibration pump.
Impedance calibrations were performed using reference mesh
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screen impedance (0.2 kPa/l). The IOS tests were performed with
horses standing next to the device or placed in stocks, without any
prior sedation.

Statistical analysis

Normality of continuous data distribution was evaluated using the
Kolmogorov-Smirnov test. The BAL cytology differentials and

TABLE 1: Mean = s.d. bronchoalveolar lavage fluid (BALF) differential
cell counts in 15 control horses (CTL) and 19 horses with inflammatory
airway disease (IAD)

BALF cell counts (%)

BALF cell type CTL IAD
Neutrophils 51x20 13.5 +8.9*
Eosinophils 03+05 0.7+1.8
Mast cells 0.6 +0.5 26+1.7"
Lymphocytes 20.4 +9.9 248 +16.4
Macrophages 61.9 +16.9 50.2 +20.3
Giant multinucleated cells 1.1+09 1.2+1.0
Haemosiderophages 32x73 3.0x7.9

*Significantly different from CTL (P<0.05).

35
30 1+

BALF cell count

IAD | CTL

Neutrophils Eosinophils Mast cells

BALF cell types

Fig 1: Box-and-Whisker plots of bronchoalveolar lavage fluid (BALF)
differential cell counts in 15 control horses (CTL) and 19 horses with
inflammatory airway disease (IAD). Upper and lower lines = range; boxes
are bordered by the first and the third quartiles and include median value
(line located within each box). *Significantly different from CTL for each
cell type (P<0.05).
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the IOS parameters were not normally distributed. A
nonparametric Mann-Whitney test was therefore performed to
compare cytological results and pulmonary function parameters
between groups. Comparison between inspiratory and expiratory
data parameters within each group was made using a Wilcoxon
test. Association between BALF cytology and IOS data were
determined using the Spearman’s correlation coefficient. The level
of statistical significance was set at P<0.05.

Results

Age was not significantly different between IAD group (mean +
s.d. 4.3 £ 1.5 years) and CTL group (4.7 + 1.7 years). The IAD
horses had a significantly greater percentage of neutrophils and
mast cells in BALF than CTL horses (Table 1; Fig 1).

Figure 2 illustrates the frequency dependence of respectively
respiratory resistance (Rrs) and reactance (Xrs) in both IAD and
CTL horses. In IAD-affected horses, Rrs from 1-10 Hz was
significantly higher and Xrs from 5-20 Hz significantly lower
than in CTL horses. Separate analysis of Rrs and Xrs during both
respiratory phases also demonstrated similar significant
differences between groups, but in a narrower frequency range. In
comparison to CTL horses, [AD-affected horses exhibited
significantly higher values of Rrs (Ri;_jo y,; Res_s p,) and lower
values of Xrs (Xijg_o0 Hzs X€5.00 Hz) during both inspiration and
expiration.

When evaluating association within the IAD group between
BALF and IOS impedance data at 1, 5 and 10 Hz; a significant
correlation was found between Xrs and mast cell percentages
whereas eosinophil percentages correlated significantly with Rrs
at each evaluated frequency (Fig 3). No significant correlation was
found for neutrophils, neither between Xrs and eosinophils, nor
between Rrs and mast cells. No significant correlation was
observed within the CTL group.

Figure 4 summarises the separate analysis of inspiratory and
expiratory impedance in, respectively, CTL and IAD horses.
Comparing inspiratory and expiratory data for both Rrs and Xrs,
no significant difference was observed between respiratory phases
for CTL horses, whereas Rrs at all frequencies and Xrs from
3-10 Hz differed significantly between inspiration and expiration
in IAD-affected horses.

Xrs (kPa/lis)

1 2 8 5 7 10 12 13 15 20
Frequency (Hz)

Fig 2: Frequency dependence of respectively (a) mean respiratory resistance (Rrs) and (b) mean respiratory reactance (Xrs) obtained by impulse
oscillometry system in 15 control horses (CTL) and 19 horses with inflammatory airway disease (IAD). *Significantly different from CTL (P<0.05).

(a) @ = Rrs - CTRL; ® = Rrs - IAD. (b)[] = Xrs - CTRL; & = Xrs - IAD.
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Discussion

Horses were defined as being affected by IAD according to the
cytological criteria previously proposed (Robinson and Hoffman
2003; Couétil et al. 2007). Since none of these horses showed any
clinical sign of respiratory disease (i.e. cough, nasal discharge),
the IAD horses included in this study had a subclinical form
of IAD.

The IOS technique demonstrated the existence of significant
changes in respiratory function in the IAD group in comparison to
the healthy control horses, which had a normal BALF cytology.
Overall, a mild to moderate obstruction of the lower airways was
detected, together with a reduction in lower airway dynamic
compliance. Such IAD-induced airway obstruction has previously
been observed in horses by use of other respiratory function
techniques, such as FOT (Hoffman and Mazan 1999) or FEM
(Couétil et al. 2001). Nevertheless, horses in those studies
exhibited clinical signs and/or were chronically affected, and
therefore the selected IAD population differed slightly from the
one included in the present study. The IOS has already been
demonstrated as more sensitive than the oesophageal balloon
technique to measure changes in respiratory impedance of heaves-
affected horses (van Erck et al. 2006). A direct comparison has not
yet been reported on IAD-affected horses; however, in a previous
report, the oesophageal balloon technique failed to detect any
increased respiratory impedance under eupnoeic conditions
(Pirrone et al. 2007).

The increase in Rrs observed in IAD-affected horses is
compatible with lower airway obstruction and is in accordance
with previous published data using FOT in horses with impeded
respiratory function, such as heaves (Young et al. 1997) or IAD
(Hoffman and Mazan 1999), where higher Rrs were found at
frequencies from 1-3 Hz but not above. In the present study, using
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108, a significant difference between groups was found for Rrs up
to 10 Hz. Indeed, the lower frequencies of Rrs represent the
resistance of the entire respiratory system, including lower airways
and chest (van Erck et al. 2006), whereas Rrs values
>10 Hz correspond to extrathoracic airways and facemask and are
not modified by changes in lower airway function (van Erck et al.
2003). Rrs frequencies from 1-10 Hz would, therefore, be expected
as being the most informative in case of IAD; however, a precise
ranking of pulmonary structures through IOS frequencies
distribution still needs to be determined in horses. Xrs reflects
mainly elastic properties of the respiratory system and the
homogeneity of the ventilation within it (van Erck et al. 2004a,b).
A diminution of Xrs has been described previously using both FOT
(Young et al. 1997) and IOS (van Erck et al. 20006) in clinically
heaves-affected horses. In the present study, the reduced Xrs values
of IAD-affected horses suggest that perturbations of pulmonary
compliance are also generated by the undergoing inflammatory
process. At lower frequencies, however, the interference from
natural respiratory airflow (Young and Tesarowski 1994) could
explain the higher variability and consequent reduced sensitivity of
Xrs up to 5 Hz. It is nevertheless, to our knowledge, the first study
describing reactance alterations in a range of frequency from
5-20 Hz in horses with IAD.

The separate analysis of inspiratory and expiratory impedance
parameters gave evidence that both phases of the respiration were
influenced by IAD. However, reasons and clinical significance of
the difference observed between inspiratory and expiratory data
within the IAD-group still needs to be elucidated, but could be
attributed to regional heterogeneity in pulmonary ventilation.

Interestingly, within the IAD group, the modifications in
respiratory impedance parameters differed according to the BALF
cytology profiles. The percentage of BALF eosinophils positively
correlated with Rrs at all frequencies, and a negative correlation was
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Fig 3: Correlations (Rsp) between respectively (a, b, ¢c) BALF eosinophil differential and respiratory resistance (Rrs) and (d, e, f) BALF mast cell
differential and reactance (Xrs) evaluated at different frequencies in 19 horses with inflammatory airway disease (IAD).
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also found in this study between BALF mast cell percentage and
Xrs. Airway hyper-responsiveness has previously been associated
with pulmonary eosinophilia (Hare and Viel 1998),
and airway reactivity determined by histamine-induced
bronchoprovocation in older horses was found to correlate
significantly with BALF mast cell percentage (Hoffman et al. 1998;
Bedenice et al. 2008). Moreover, a negative correlation was recently
highlighted between BALF mast cell number and Xrs after inhaled-
dust challenge in heaves-affected horses (Deaton et al. 2007).

Even if the molecular mechanisms regulating pulmonary
eosinophilia are known in man (Foster ez al. 2001), the molecular
pathway inducing repercussions on respiratory function has not yet
be established. On the other hand, mast cells can potentially
enhance airway smooth muscle contraction by releasing histamine,
5-hydroxytryptamine and leucotriene D4, leading to augmentation
of the cholinergic responses (Olszewski ef al. 1999). In the same
manner, no significant correlation was found between neutrophils
and impedance parameters, the cholinergic component of airway
obstruction in horses seems likely to be ‘neutrophil independent’
(Olszewski er al. 1999). The actual IAD definition may therefore
imply different pathogenic pathways in this syndrome.

This is, to our knowledge, the first study demonstrating the
occurrence of both respiratory resistance and reactance
impairments at each phase of the respiration in a population of
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young IAD-affected racehorses. Correlation between both
pulmonary eosinophils and mast cells with respiratory
dysfunctions was also observed for the first time without using any
bronchoprovocation or respiratory challenge. Functional
respiratory impairments are in relation with alterations of BALF
cytology, and may be present even in absence of any clinical sign.
The IOS could be used in a routine clinical setting, in conjunction
with the usual clinical examinations, as a noninvasive method for
early detection of subclinical respiratory tract disease in horses as
well as for investigation of the functional evolution during therapy.
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Glossary 1

Influence of subclinical inflammatory airway disease on
equine respiratory function evaluated by impulse

oscillometry

E. A. RICHARD!*, G. D. FORTIER¥, J-M DENOIX, T. ART, P. M. LEKEUX' and E. VAN ERCK?
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Description of the IOS procedure

The impulse oscillometry system (Fig ol) is composed of a
loudspeaker that produces the impulses, a flexible tube (Fig 02),
and a measuring head (Fig 03) with both pneumotachograph and
pressure transducers, which can be tightly connected to a face
mask placed on the horse’s head.

Sedation is not required and should be avoided as it alters
respiratory mechanics.

Application

A video in WMV format illustrating the set up and use of the
system can be accessed via www.evj.co.uk/glossary.

Fig ol: General view of the 10S.

Fig 02: Loudspeaker and flexing tube.

*Author to whom correspondence should be addressed.
[Paper received for publication 20.06.08; Accepted 08.08.08]
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Fig 03: Measuring head with both pneumotachograph and pressure
transducers.

1. Calibration of the device.

a. Impedance (using a reference mesh screen impedance).

b. Flow volume (forcing 2 litres of air through the
pneumotachograph).

c. Temperature and humidity of the room.

2. Air tight placement of the mask on the horse, with a minimal
dead space (air leaks will significantly modify test results).

3. Data acquisition (over 30 s and automatically processed by the
computer). The position of the head should be kept stable;
compression of the nostrils by the mask should be avoided.

4. Analysis of the data and calculation of the parameters by the
software.

5. Interpretation of the obtained values of resistance and
reactance (to be done by the practitioner).

Influence of subclinical IAD on equine respiratory function

Glossary of terms

Dynamic compliance (Cdyn): Parameter characterising the
distension capacity of the pulmonary structures during
spontaneous breathing. Cdyn is the volume change per unit of
intrapleural pressure change measured between 2 points of

zero flow.

Fast Fourier transformation: Mathematical model enabling the
analysis of the frequency components of a signal, decomposing a
time-domain signal into its frequency components.

Impedance (Z): With the 10S, Z characterises the global
opposition of the respiratory system to changes imposed by the
oscillatory signal. The higher impedance, the higher pressure
required in order to maintain a determined flow. The Cartesian
complex notation of the mechanical impedance of a respiratory
system is: Z(t) = R + j.X (R = resistance; X = reactance; j = unity
of the imaginary numbers, defined as j = -1).

Oscillatory respiratory reactance (Xrs): Being dependent on both
dynamic compliance and inertance (negligible in horses), Xrs
reflects mainly elastic proprieties of the respiratory system. It
represents the imaginary component of Z in its Cartesian complex
notation.

Oscillatory respiratory resistance (Rrs): Characterises the
permeability of the respiratory tract to airflow. It represents the
real component of Z in its Cartesian complex notation.






All the world's a stage,

And all the men and women merely players:
They have their exits and their entrances;

And one man in his time plays many patrts,

His acts being seven ages. At first the infant,
Mewling and puking in the nurse's arms.

And then the whining school-boy, with his satchel
And shining morning face, creeping like snail
Unwillingly to school. And then the lover,
Sighing like furnace, with a woeful ballad

Made to his mistress' eyebrow. Then a soldier,
Full of strange oaths and bearded like the pard,
Jealous in honour, sudden and quick in quarrel,
Seeking the bubble reputation

Even in the cannon's mouth. And then the justice,
In fair round belly with good capon lined,

With eyes severe and beard of formal cut,

Full of wise saws and modern instances;

And so he plays his part. The sixth age shifts
Into the lean and slipper'd pantaloon,

With spectacles on nose and pouch on side,
His youthful hose, well saved, a world too wide
For his shrunk shank; and his big manly voice,
Turning again toward childish treble, pipes

And whistles in his sound. Last scene of all,
That ends this strange eventful history,

Is second childishness and mere oblivion,

Sans teeth, sans eyes, sans taste, sans everything.

William Shakespeare. As you like it, Act 2, Scene 7
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Mais le vice n'a point pour mere la science,

Et la vertu n'est pas fille de l'ignorance.
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Résumé

RESUME

La contre-performance est un probléme majeur dans I’industrie des courses. En déterminer la cause
exacte reste néanmoins un défi diagnostic puisque la plupart des affections présentes sont souvent sub-
cliniques, multifactorielles et peuvent ne se manifester que pendant I’exercice.

Une étude rétrospective, incluant des chevaux de différentes races et disciplines, a ainsi confirmé les
affections cliniques des voies respiratoires supérieures, musculo-squelettiques et cardiovasculaires
comme étant les plus fréquemment impliquées dans la réduction des performances athlétiques.
Cependant, I’évaluation des voies respiratoires profondes n’avait pas été effectuée chez ces différents
chevaux.

L’objectif de la premicre partie de ce travail était donc de déterminer la prévalence des différentes
affections sub-cliniques induisant une contre-performance chez des Trotteurs Francais, et d’en évaluer
les répercussions sportives par la comparaison des réponses physiologiques a 1’exercice avec celle de
chevaux controles.

Cinquante chevaux ont respectivement €t€¢ soumis a un examen clinique complet, une prise de sang
pour analyse hémato-biochimique au repos et 60 minutes aprés chaque test d’effort, une
échocardiographie Doppler, des tests d’effort standardisés sur piste et tapis roulant, une endoscopie a
I’effort, une évaluation locomotrice a grande vitesse, ainsi qu’un lavage trachéal et broncho-alvéolaire
réalisés 60 minutes post-effort.

La plupart des chevaux contre-performants ou intolérants a I’effort présentaient plusieurs affections
concomitantes. Les troubles sub-cliniques les plus fréquemment diagnostiqués concernaient
respectivement les voies respiratoires profondes et supérieures. Ces chevaux présentaient par ailleurs
des parametres hématologiques (taux d’hémoglobine et volume globulaire moyen) et anti-oxydants
significativement inférieurs, et des paramétres pro-oxydants significativement supérieurs aux chevaux
contrbles. De plus, les valeurs de fréquence cardiaque et lactatémie étaient, lors des différents tests

d’effort, significativement supérieures a celles des chevaux contrdles,

L’inflammation des voies respiratoires profondes étant majoritairement présente chez ces chevaux
présentant des performances décevantes, la deuxiéme partie de ce travail se concentre plus

spécifiquement sur ce syndrome.

L’impact négatif sur la fonction respiratoire de cette affection, telle que diagnostiquée par 1’évaluation
cytologique du liquide de lavage broncho-alvéolaire, a précédemment été décrite a ’aide de
techniques d’expiration forcée ou d’oscillations forcées. Une sédation ou une bronchoprovocation
étaient cependant généralement requises pour la réalisation de ces tests. Parallélement, la signification

clinique de I’inflammation trachéale reste actuellement controversée.
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L’objectif était ainsi de mettre en évidence et définir les dysfonctions respiratoires présentes chez des
chevaux souffrant sub-cliniquement de maladie inflammatoire des voies respiratoires.

La fonction respiratoire a été évaluée au repos par oscillométrie a impulsions chez 34 Trotteurs
Frangais asymptomatiques, alors que le score de mucus trachéal et les différents lavages ont été
évalués 60 minutes post-effort. Sur base de la cytologie broncho-alvéolaire, le groupe inflammatoire
comprenait 19 chevaux et 15 ont été utilisés comme controles.

Une corrélation significative était observée entre les cytologies concernant le taux de neutrophiles,
alors qu’aucune association n’était présente entre score de mucus trachéal et cytologies des différents
lavages. Une augmentation significative de la résistance respiratoire aux faibles fréquences (1 a 10 Hz)
et une diminution de la réactance respiratoire au-delda de SHz a été observée chez les chevaux
inflammatoires comparativement aux contrdles. Ces deux paramétres ¢étaient également
significativement différents entre inspiration et expiration dans le groupe inflammatoire uniquement.
La résistance et la réactance respiratoire étaient par ailleurs respectivement corrélées aux taux

d’éosinophiles et de mastocytes du lavage broncho-alvéolaire.

Ce travail comprenait une évaluation clinique et fonctionnelle intensive chez des chevaux contrdles et
des chevaux contre-performants. Les études menées ont permis d’établir la prévalence des affections
médicales sub-cliniques chez ces derniers et d’en évaluer I’impact sportif par 1’intermédiaire des
réponses physiologiques a I’exercice. La présence de dysfonctions respiratoires chez les chevaux avec

inflammation des voies respiratoires profondes, premier trouble associ¢ a des performances

décevantes, a également pu étre mise en évidence a 1’aide de 1’oscillométrie a impulsion.
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SUMMARY

Poor athletic performance of racehorses is a major and significant problem in the racing industry.
Determining the definitive reason for poor-performance is however a real diagnostic challenge since
many of the causative conditions are multifactorial and may only be manifested during exercise.

A retrospective study, including various breeds of horses, confirmed musculoskeletal, cardiovascular
and upper respiratory tract clinical problems to be the most frequently implicated in reducing athletic
performance. Evaluation of the lower respiratory tract was though not performed in this study.

The aim of the first part of this work were thus to determine the prevalence of different sub-clinical
diseases in a population of poorly-performing Standardbred trotters, and to evaluate the sportive

repercussions by comparing their physiological response to exercise with control horses.

Fifty horses underwent thorough clinical and ancillary examinations, including haematological et
biochemical evaluation, Doppler echocardiography, standardised exercise tests on treadmill et
racetrack, treadmill video-endoscopy et collection of respiratory fluids.

Most of the poorly-performing horses exhibited many concomitant diseases. The most frequently
diagnosed sub-clinical problems involved the lower and upper respiratory tract. Poor-performers also
exhibited higher values of blood lactate and heart rate, as well as lower values of haematological

parameters and anti-oxidants, compared to control horses.

Inflammatory airway disease being mostly present in poorly-performing horses, the second part of this

work will mainly focus on this syndrome.

The negative impact of inflammatory airway disease, as diagnosed by cytological evaluation of
bronchoalveolar lavage fluid, has previously been described on respiratory function using either forced
expiration or forced oscillations techniques. Sedation or bronchoprovocation were however usually
required. On the other hand, the clinical significance of tracheal inflammation remains currently
controversial.

The aim was therefore to exhibit and define the respiratory dysfunctions present in horses subclinically
suffering from inflammatory airway disease.

Respiratory function was evaluated at rest by 10S in 34 Standardbred trotters, whereas tracheal mucus
score, and both tracheal and bronchoalveolar lavages were performed 60 min post-exercise. According
to the cytology of bronchoalveolar lavage fluid, the inflammatory group included 19 horses and 15
horses were used as control.

A significant correlation was found between both cytological evaluations concerning neutrophil

counts, whereas no association was found between tracheal mucus and any cytology. A significant
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increase of respiratory resistance at the lower frequencies (1 — 10 Hz) as well as a significant decrease
of respiratory reactance beyond 5 Hz was observed in inflammatory compared to control horses. Both
parameters were also significantly different between inspiration and expiration in the inflammatory
group only. Both eosinophil and mast cell counts of the bronchoalveolar lavage fluid were

significantly correlated with respectively respiratory resistance and reactance.

The present work involved intensive clinical and functional evaluation of control and asymptomatic
poorly-performing horses. The different studies allowed establishing the prevalence of medical
subclinical diseases in these latter and evaluating its sportive impact considering the associated
physiological responses to exercise. The presence of respiratory dysfunctions in horses with lower
airway inflammation, the major trouble associated with disappointing performance, were also

exhibited by impulse oscillometry.
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1. INTRODUCTION

1.1. Performance et contre-performance

L’habileté et la capacité de travail du cheval sont, depuis toujours, reconnues par I’homme. Le cheval
de sport est de plus un athléte a part entiére dont la performance est constamment recherchée par leurs
entraineurs et propriétaires. Deux définitions issues du dictionnaire Larousse permettront d’illustrer et

de préciser cette notion :

o  Performance : Résultat chiffré (en temps ou en distance) d’un athlete ou d’un cheval a l’issue
d’une épreuve.

e  Contre-performance : Résultat nettement inférieur a celui que [’on attendait.

Dans un contexte clinique, deux notions différentes font référence aux résultats insatisfaisants. La
“contre-performance” rejoint la définition proposée précédemment alors que la “perte de
performance” implique un plus faible niveau actuel de performances chez un cheval qui a
précédemment performé a un niveau supérieur. Dans ce dernier cas, la capacité athlétique innée du

cheval est mise hors de cause puisque déja démontrée auparavant.

Les performances sportives peuvent étre réduites pour de multiples raisons, incluant notamment un
défaut de capacité, un défaut d’entrainement, une maladie ou une blessure d’un ou plusieurs systémes
corporels, des problémes de comportement ou de relation avec le cavalier/driver. Nous nous limiterons
cependant dans ce manuscrit aux causes médicales susceptibles d’étre responsables de contre-

performance ou de perte de performance

Chez le cheval trotteur ou galopeur, comme dans certaines disciplines du cheval de sport, il n’y a
fréquemment que quelques fractions de secondes séparant les “gagnants” et les “perdants” ; ainsi des
troubles apparemment mineurs altérant entre autres la fonction cardio-pulmonaire et/ou musculo-
squelettique peuvent avoir un impact financier trés substantiel. C’est pourquoi le maintien chez
I’athléte équin d’une santé optimale, par la détection précoce des troubles pouvant perturber la
progression du cheval dans sa carriére sportive est tout aussi important que le contréle rigoureux de

son programme d’entrainement et de compétitions.

Les affections cliniques des systémes locomoteurs et respiratoires ont été identifiées chez le cheval de
course comme étant les deux causes majeures de perturbation de I’entrainement et d’interruption de la

compétition. Néanmoins, tous les systeémes impliqués dans la chaine de ’oxygeéne (a savoir les
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composantes respiratoires, cardio-vasculaires, sanguines et musculaires) peuvent, de facon
individuelle ou simultanée, étre responsables de contre-performance (Martin et al., 2000) et ainsi
devenir un facteur limitant de la valorisation du potentiel génétique du cheval de sport. Ces différentes
études dans lesquelles I’ensemble des grandes fonctions étaient examinées, n’ont cependant pas évalué
les voies respiratoires profondes (LRT), bien que des troubles a ce niveau soient fréquemment

observés chez le galopeur contre-performant (Allen ef al., 2006).

Déterminer les affections responsables de contre-performance reste actuellement un défi diagnostic en
routine clinique puisque la plupart de ces affections peuvent étre sub-cliniques, multifactorielles, et ne
se manifester que pendant I’exercice (Morris et Seeherman, 1991). Une maladie sub-clinique peut étre
définie comme un trouble de “faible intensité” sans signe clinique ostensible, mais suffisant pour
affecter les fonctions physiologiques (Marlin et Nankervis, 2002). C’est pourquoi différentes
méthodes d’examen, combinant I’ensemble des examens cliniques et de laboratoire, sont nécessaires
pour permettre une évaluation du cheval dans son ensemble, afin d’établir un diagnostic précis et

complet des différentes affections en limitant les capacités athlétiques.
1.2. Les analyses sanguines non-organiques
1.2.1. Evaluation hémato-biochimique

La pathologie clinique est fréquemment utilisée chez le cheval pour déterminer 1’état de forme ou
pour dépister des maladies pouvant affecter les performances (McGowan, 2008). L hématologie a été
évaluée depuis des décennies chez le cheval de course, avec une emphase particuliére sur la réponse a
I’exercice et I’entrainement (Lykkeboe et al., 1977 ; Rose et al., 1983). L’intérét du dosage de
I’hématocrite ou de 1’hémoglobine au repos est néanmoins controversé en raison de la distribution
inégale des globules rouges dans le systéme circulatoire et des multiples variations physiologiques
possibles (Snow, 1983). Cependant, une augmentation du volume des globules rouges et de leur
concentration en hémoglobine a par ailleurs ét¢ montrée lors de ’entrainement chez le galopeur

(Allen, 1989) et le trotteur (Tyler-McGowan ef al., 1999).

L’intérét de I’utilisation de ces différents paramétres, évalués au repos ou apres un effort standardisé,
comme marqueurs non-spécifiques de contre-performance doit ainsi encore étre précisé. De méme, les
parameétres biochimiques et particulierement les marqueurs inflammatoires sont fréquemment utilisés
pour le diagnostic d’affection clinique ; leur efficacité dans la détection précoce d’affections sub-

cliniques chez le cheval de sport reste cependant a déterminer.
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1.2.2. Le (dés)équilibre oxydants/antioxydants

Le stress oxydant est défini comme une rupture de 1’équilibre entre molécules anti- et pro-oxydantes,
en faveur de ces derniéres (Sies, 1991). Ces substances réactives, quand elles ne sont pas
contrebalancées, peuvent avoir des effets néfastes a tous les niveaux de 1’organisme. Le déséquilibre
“oxydant/antioxydant” a ainsi été précédemment associé avec plusieurs processus pathologiques
cliniques (Kirschvink et al., 2008), tel que notamment 1’obstruction récurrente des voies respiratoires
(RAO) ou I’hémorragie pulmonaire induite par 1’exercice (EIPH) pour les voies respiratoires

profondes, de méme que des troubles neurologiques ou musculo-squelettiques.

Plusieurs études effectuées sur des chevaux de courses (trotteurs ou galopeurs) ont précédemment
évalué ’effet de I’exercice (De Moffarts et al., 2005b ; 2006 ; Kinnunen et al., 2005) ou de
I’entrainement (Avellini et al., 1995 ; De Moffarts et al., 2004), de méme que I’influence d’une
complémentation en antioxydants (Avellini ef al., 1999 ; De Moffarts et al., 2005a ; 2007 ; White et
al., 2001), sur différents marqueurs pro- ou antioxydants sanguins. Le statut oxydatif sanguin au repos
ou en post-effort, n’a cependant pas encore ¢été décrit en relation avec la performance chez des

chevaux de course présentant divers troubles sub-cliniques.

1.3. L’évaluation du systéme cardio-vasculaire

L’implication de différents types d’affections cardiaques a précédemment été proposée parmi les
causes de contre-performance chez le cheval de sport chez 21% des 348 chevaux examinés (Martin et
al., 2000). Le systéme cardiovasculaire serait ainsi le troisiéme systéme responsable de résultats

sportifs insatisfaisants, loin derriére les systémes locomoteurs et respiratoires.

Des régurgitations valvulaires ont été détectées chez 26% des chevaux examinés dans cette étude
rétrospective (Martin et al., 2000) ; une échocardiographie Doppler n’avait cependant été effectuée
que lorsque des souffles cardiaques étaient détectés. Aucune des régurgitations observées dans cette
étude n’avait par ailleurs été considérée comme cliniquement significative, en accord avec des études
plus récentes pour lesquelles aucune association entre régurgitations et performance n’a été observée
(Buhl et al., 2005a ; Young et al., 2008). A 1’opposé, plusieurs autres publications avaient mis en
avant les relations observées, respectivement chez le trotteur (Buhl er al., 2005b) et le galopeur

(Young et al., 2005), entre les dimensions des cavités cardiaques et les performances en course.

Dans I’étude de Martin et collaborateurs (2000), ’examen du cheval a I’effort a permis de mettre en

évidence l’occurrence de dépolarisations ventriculaires ou supra-ventriculaires prématurées chez
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15,8% des chevaux examinés pour contre-performance. Ces dépolarisations étaient considérées
comme cliniquement significatives lorsque > 2 dépolarisations isolées sont détectées pendant I’effort
d’intensité maximale ou si > 5 multiples dépolarisations prématurées étaient observées en récupération
immédiatement apres I’effort. Des publications récentes, ayant également utilisé cette classification,
ont relevé une prévalence similaire voire supérieure de dépolarisations considérées comme
significatives chez des chevaux respectivement cliniquement sains et a 1’entrainement (Ryan et al.,
2005) ou examinés pour contre-performance (Jose-Cunilleras et al., 2006). Aucune relation n’a par
ailleurs été observée dans cette derniére étude entre la prévalence de ces dépolarisations et des
performances décevantes lors des courses effectuées ultérieurement. La signification clinique des
dépolarisations prématurées, fréquemment observées lors de 1’exercice, reste ainsi encore a

déterminer.

1.4. L’évaluation du systéme respiratoire

1.4.1. Examen des voies respiratoires supérieures

L’examen des voies respiratoires supérieures (URT), lorsqu’effectué au repos, permet de visualiser et
de grader plusieurs troubles tels que 1’hyperplasie lymphoide pharyngée (Raker et Boles, 1978) ou la

neuropathie laryngée récurrente (Ducharme, 2003).

L’évaluation dynamique des voies respiratoires supérieures passe cependant par I’examen pendant
I’effort sur tapis roulant, et a été plus récemment également décrite sur piste de course respectivement
chez les trotteurs (Desmaizieres ef al., 2009) et les galopeurs (Pollock et al., 2009).

Une étude rétrospective a ainsi montré la présence d’une obstruction dynamique des URT a I’effort
chez 471 (78,5%) des 600 chevaux galopeurs examinés pour contre-performance (Lane et al., 2006a).
Une mauvaise corrélation entre les observations endoscopiques effectuées au repos et lors de 1’effort a
également été démontrée précédemment (Lane ef al., 2006b ; Parente et al., 2002 ; Tan et al., 2005).
L’occurrence d’un bruit a I’exercice est par ailleurs un faible indicateur d’obstruction dynamique des
URT. En effet, 38 % des chevaux présentant un déplacement dorsal du voile du palais n’avaient pas
d’historique de bruit a ’effort (Parente et al., 2002), alors que 27% des chevaux référés avec une telle

complainte n’ont pas présenté¢ d’anomalie a I’endoscopie d’effort (Dart et al., 2001).

1.4.2. Examen des voies respiratoires moyennes et profondes

Depuis que les méthodologies relatives au lavage trachéal (TW) et broncho-alvéolaire (BAL) ont été

respectivement décrites par Mansmann et Knight (1972) et Viel (1980), les évaluations cytologiques et
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microbiologiques de ces lavages sont devenues, avec les différents examens cliniques et fonctionnels,
des outils importants dans le diagnostic des troubles respiratoires affectant la performance. Un rappel

des principales publications concernant 1’échantillonnage et les analyses au laboratoire du TW et du

liquide de BAL (BALF) est présenté en annexe (d4rticle de synthése).

La procédure utilisée pour la réalisation du BAL peut considérablement influencer les résultats
ultérieurement obtenus lors de 1’analyse cytologique. Un pourcentage plus grand de neutrophiles et
plus faible de mastocytes est en effet retrouvé (Sweeney et al., 1992b) lorsqu’un faible volume de
liquide (50 mL) est instillé comparativement a un volume plus important (300 mL). Le volume ainsi
consensuellement recommandé pour la réalisation du BAL est de 250-500 mL (Robinson, 2001).

Le comptage différentiel des différents leucocytes du BALF chez un cheval cliniquement sain devrait
étre d’environ 60% de macrophages, 35% de lymphocytes, < 5% de neutrophiles, < 2% de mastocytes,
< 0,1% d’éosinophiles et peu ou pas de cellules épithéliales ciliées (Robinson et Hoffman, 2003).

Les valeurs de références concernant le TW sont plus controversées. Il a en effet été reporté que le
comptage de neutrophiles chez des chevaux de course cliniquement sains était < 20% des leucocytes
chez 73 a 80 % des individus examinés (Christley et al., 2001 ; Sweeney et al., 1992a). A 1’opposé,
plus de 70% des chevaux de loisirs examinés dans une autre ¢tude présentaient > 20% de neutrophiles

dans le TW (Robinson et al., 2006).

En paralléle des valeurs de référence chez des chevaux théoriquement sains, 1’évaluation cytologique
des liquides respiratoires doit servir d’outil diagnostic. La maladie inflammatoire des voies
respiratoires (IAD) a ainsi été récemment définie comme une inflammation respiratoire non-septique
pouvant affecter les chevaux de tous ages (Couétil et al., 2007). Par ailleurs, méme si certains signes
cliniques peuvent éventuellement étre présents, le diagnostic définitif repose sur la cytologie du
BALF. Le profil cytologique est caractérisé par une augmentation de comptage cellulaire total, avec
une neutrophilie modérée (Couétil et Denicola, 1999 ; Fogarty et Buckley, 1991 ; Holcombe et al.,
2001 ; Moore et al., 1995), ou une lymphocytose (Couétil et al., 2001 ; Moore et al., 1995 ; Sanchez et
al., 2005), ou alternativement une augmentation des comptages différentiels de mastocytes (Hare et
al., 1994 ; Hoffman et al., 1998) ou d’¢éosinophiles (Hare et Viel, 1998).

Une distinction a par ailleurs été récemment faite entre la maladie inflammatoire des voies
respiratoires (IAD) et le syndrome d’inflammation trachéale (STI), particuliérement étudi¢e depuis
plusieurs années (Holcombe et al., 2006 ; Wood et al., 2005b). La relation entre les deux syndromes

reste toutefois actuellement inconnue.

Une association entre inflammation respiratoire et EIPH a précédemment été proposée (Newton et
Wood, 2002). Le diagnostic et la quantification de ’EIPH peut notamment se baser sur I’inspection

endoscopique (Hinchceliff et al., 2005a), les relations avec les performances en courses ayant par
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ailleurs été établies (Hinchcliff ef al., 2005b). Aucune information n’est cependant obtenue sur
d’éventuelles précédentes occurrences d’EIPH. Une définition diagnostique alternative a ainsi été
décrite (Newton et Wood, 2002), basée sur la proportion d’hémosidérophages au sein des
macrophages. Les hémosidérophages apparaissent effectivement environ une semaine aprés un
épisode d’EIPH et peuvent persister pendant plusieurs mois dans les voies respiratoires (Step et al.,

1991).

Une étiologie infectieuse en association avec I’inflammation des voies respiratoires profondes a été
extensivement suspectée et étudiée chez le cheval de course. Dans une étude longitudinale effectuée
pendant trois ans chez le galopeur, 22% des TW étaient bactériologiquement stériles (Wood et al.,
2005a). Dans une autre étude, 40% des 1235 TW analysés présentaient des cultures mixtes avec >10°
colonies formant unit¢ (UFC)/mL (Chapman et al., 2000). Les risques de développer une
inflammation respiratoire augmentent avec le comptage (UFC/mL) pour Streptococcus zooepidemicus
(Burrell et al., 1996 ; Wood et al., 2005b), Actinobacillus spp. et Mycoplasma equirhinis (Wood et al.,
2005b). De la toux a également été associée a 1’isolement de Streprococcus zooepidemicus ou de
Pasteurellacae spp. (Christley et al., 2001), méme si 58% des chevaux qui toussaient avaient < 10°
UFC/mL. Cependant seul le TW était évalué dans ces études et non le BALF, la relation entre
infection trachéale et 1’actuelle définition de I’'TAD (Couétil et al., 2007) n’est ainsi toujours pas
établie. Des tests sérologiques ont également été effectués dans ces études longitudinales, qui
suggerent les a-herpesvirus équins (EHV-1 et EHV-4) comme n’étant pas significativement associés a
I’inflammation des voies respiratoires (Burrell et al., 1996 ; Wood et al., 2005b) ou a la toux
(Christley et al., 2001). Une étude récente (Fortier et al., 2009) a cependant proposé une association
entre la détection par PCR de y-herpesvirus (EHV-2 et EHV-5) et une augmentation du taux de

neutrophiles a I’examen cytologique du TW.
1.4.3. Evaluation de la fonction respiratoire

L’oscillométrie a impulsion (IOS) est un test de fonction pulmonaire non invasif, basé sur le principe
de I’oscillation forcée (FOT ; Young et Hall, 1989) et récemment validé chez le cheval (Van Erck et
al., 2003 ; Van Erck et al., 2004).

Ce systeéme permet une évaluation simple et rapide de ’impédance par application sur le systéme
respiratoire de signaux externes (impulsions) simultanés dans une gamme multiple de fréquence (5 —
35Hz), alors que les FOT précédemment décrits utilisent un générateur de type mono-fréquence
appliquant successivement les impulsions entre 1 et 7 Hz. La gamme de fréquences permet de refléter
I’impédance a différents niveaux du systéme respiratoire (Van Erck et al., 2000), les faibles

fréquences étant probablement plus influencées par les structures respiratoires périphériques. Afin
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d’augmenter la sensibilité des mesures effectuées avec 1’10S, une étude récente chez le cheval (Klein
et al., 2006) a permis 1’évaluation de I’impédance a des fréquences inférieures a SHz, de méme qu’une
analyse séparée selon les phases (inspiratoire et expiratoire) de la respiration.

Les parameétres analysés par 1’IOS sont d’une part la résistance respiratoire (R), caractérisant la
perméabilité des voies aériennes au flux d’air, et d’autre part la réactance respiratoire (X,), reflétant
les capacités élastiques des voies respiratoires ainsi que I’homogénéité de la ventilation. Une définition
de différents termes en relation avec I’IOS ainsi qu’une bréve description de la procédure technique

sont reprises en annexe (Glossaire).

Différents tests de fonction respiratoire, tel que la technique du ballonnet cesophagien (Pirrone et al.,
2007) ou la FOT (Hoffman et Mazan, 1999), ont précédemment été utilisées pour évaluer 1’effet
potentiel de I’TAD sur la fonction pulmonaire. Dans ces études, une hyperventilation (Pirrone ef al.,
2007) ou une broncho-provocation (Hoffman et Mazan, 1999) étaient effectuées afin de pouvoir
détecter les dysfonctions respiratoires associées a I’IAD. Des chevaux sub-cliniquement atteints d’IAD
étaient significativement plus sensible a la broncho-provocation que les contrdles (Mazan et al., 2005),
alors que les valeurs de résistance et compliance pré-challenge étaient comparables entre les groupes.
Dans une autre étude, une obstruction au flux d’air était détectée par une méthode d’expiration forcée
(FEM ; Couétil et al., 2001) sous sédation chez des chevaux cliniquement atteints d’IAD depuis au

moins 6 mois.

La disponibilité d’un test simple et non-invasif, suffisamment sensible pour permettre la détection
d’altérations respiratoires fonctionnelles chez des chevaux avec IAD sub-clinique faciliterait

I’investigation d’un plus grand nombre de chevaux dans un contexte clinique régulier.

1.5. Les tests d’effort standardisés

L’examen a I’effort sur tapis roulant (TM) ou piste de course (RT) est décrit depuis des décennies chez
le cheval de sport. Un objectif de ces tests est d’évaluer la réponse physiologique du cheval a
I’exercice, permettant ainsi d’en déterminer la condition physique (Couroucé et al., 1997 ; Persson
1983 ; Rose et Hodgson 1994 ; Wilson et al., 1983) et d’aider a établir les éventuelles origines de ses
contre-performances (Erickson et al., 1987 ; Foreman et al., 1990).

Les tests d’effort standardisés sont classiquement composés de plusieurs paliers effectués
successivement et a vitesse croissante. Sur piste, leur nombre peut étre selon les études de 3 (Couroucé
et al., 1997 ; Couroucé et al., 2002 ; Couroucé et al., 1999), 4 (Wilson et al., 1983) ou 9 paliers
(Bourgela et al., 1991) ; le dernier palier devant permettre idéalement d’obtenir une concentration de

lactates plasmatiques supérieure a 4 mmol/L (Persson, 1983). Il a par ailleurs ét¢ montré qu’un test
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standardisé est répétable lorsque réalisé¢ sur une méme piste de course (Dubreucq et al., 1995) ainsi

que sur différentes pistes (Couroucé et al., 1999) méme si le sol et la géométrie sont différents.

Sur TM, plusieurs séances d’acclimatation ont été recommandées pour tenter de limiter les effets du
stress sur les paramétres physiologiques mesurés (King et al., 1995 ; Rose et Hodgson 1994). Lors du
test standardisé, 1’inclinaison du TM varie entre 2,5 a 10 % selon les études (Couroucé-Malblanc et
al., 2002 ; King et al., 1995 ; Rose et Hodgson 1994). En effet, la fréquence cardiaque et les lactates
plasmatiques obtenus sur TM non incliné sont inférieurs aux valeurs obtenues sur piste a vitesse
équivalente (Couroucé ef al., 1999). La force de réaction du sol, différente sur TM (Barrey et al.,
1993), les conditions atmosphériques ainsi que des facteurs psychologiques pourraient expliquer ce
phénoméne (Buchner et al., 1994). A vitesse identique, une inclinaison du TM de 2,4 % induirait une

réponse physiologique a 1’effort équivalente a celle d’un test sur piste (Couroucé et al., 2000).

La fréquence cardiaque et la concentration plasmatique en lactates sont deux paramétres
physiologiques utiles et facilement évaluables lors des tests d’effort, quel que soit le terrain d’exercice
utilisé. La lactatémie (LA) est dosée a la fin de chaque étape du test, alors que la fréquence cardiaque
(HR) et le tracé de 1’électrocardiogramme (ECG) peuvent étre évalués tout au long de 1’effort par
télémétrie. Un systeéme utilisant un positionnement par satellite (GPS) a également été proposé chez le
Pur-sang afin d’évaluer de fagon simultanée la fréquence cardiaque et la vélocité du cheval (Evans et
al., 2005).

La réalisation des tests d’effort permet le calcul des vitesses respectives auxquelles la concentration
plasmatique en lactates atteint 4 mmol/L (Va4) et la fréquence cardiaque atteint 200 battements par
minute (V). Ces paramétres sont notamment influencés par I’age et 1’état d’entrainement du cheval
(Couroucé et al., 2002) ; une corrélation avec le niveau de performances a par ailleurs été montrée
(Leleu et al., 2005), bien que les investigations diagnostiques chez les chevaux contre-performants
n’aient pas été détaillées dans cette étude. Une autre étude reportait une différence significative entre
chevaux sains et contre-performants pour Va4 €t Voo (Couroucé-Malblanc et al., 2002) ; les critéres

utilisés pour les différents diagnostics d’affections des LRT n’étaient cependant pas précisés.
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2. OBJECTIFS DU TRAVAIL

Des troubles sub-cliniques peuvent affecter un ou plusieurs des systémes physiologiques impliqués
dans I’effort physique et ainsi limiter la performance équine. Une détection précoce de 1’ensemble de
ces problémes, de méme que 1’appréciation de leurs conséquences sportives, sont nécessaires afin de

permettre d’associer performance et bien-étre du cheval.

L’objectif de la premicre partie de ce travail était de déterminer la prévalence des affections médicales
sub-cliniques au sein d’une population de Trotteurs frangais présentant différents stades de contre-

performance. Pour y parvenir, les stratégies employées étaient les suivantes :

(1)  Effectuer des examens médicaux complémentaires au repos, pendant et apres 1’effort chez des
chevaux controles, contre-performants et intolérants a 1’effort.

(2)  Evaluer ’influence de 1’exercice sur plusieurs paramétres hématologiques, biochimiques et de
stress oxydant chez les chevaux des différents groupes.

(3) Définir les paramétres permettant de discriminer les chevaux des différents groupes ; et pour
chacun, le moment préférable de prélévement (repos vs. post-effort).

(4) Comparer les paramétres sportifs obtenus lors de tests d’effort standardisés sur piste de course

et sur tapis roulant pour les chevaux des différents groupes.

L’inflammation des voies respiratoires profondes étant majoritairement présente chez les chevaux de
course présentant des performances décevantes, la seconde étude se concentre plus spécifiquement sur
I’IAD. Ce syndrome respiratoire est fréquemment observé sous une forme “clinique”, mais peut
cependant évoluer également de facon sub-clinique, rendant son diagnostic et la mise en évidence de

ses éventuelles conséquences fonctionnelles difficiles a objectiver.

L’objectif de la deuxiéme partie de ce travail était de mettre en évidence et de définir les dysfonctions
respiratoires présentes chez les chevaux sub-cliniquement atteints d’IAD. Pour y parvenir, les

stratégies employées €taient les suivantes :

(1)  Evaluer I’association entre 1’accumulation de mucus trachéal et les cytologies du lavage trachéal
et broncho-alvéolaire chez un groupe de chevaux contrdles et sub-cliniquement atteints d’IAD.

(2) Comparer I'impédance respiratoire obtenue par oscillométrie a impulsions chez les chevaux
avec IAD comparativement au groupe contrdle.

(3) Caractériser la résistance et la réactance respiratoire selon les différentes phases respiratoires
(inspiration et expiration) et les fréquences chez les chevaux des différents groupes.

(4) Préciser I’association entre résistance et réactance respiratoire et les différents profils

cytologiques présents dans le BAL des chevaux avec IAD.
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Section expérimentale — Premiére partie : Affections sub-cliniques limitant la performance

3. PRESENTATION DES EXPERIMENTATIONS

3.1. Affections sub-cliniques limitant la performance (4rticle 1)

L’¢étude portait sur 50 Trotteurs francais agés de 2 a 8 ans, examinés au Centre d’Imagerie et de
Recherche sur les Affections Locomotrices Equines (CIRALE, Goustranville, France) entre les mois
d’octobre 2006 et février 2008. Pour étre inclus dans 1’étude, les chevaux devaient d’une part, soit
participer a des compétitions soit avoir effectué un entrainement actif pendant les 2 mois précédant
I’étude, et d’autre part subir I’ensemble des différents examens cliniques et complémentaires cités ci-
apres. Les chevaux ont été divisés en 3 groupes sur base de leurs performances sportives durant les 2
mois précédant ’examen. Le groupe contrdle (CTL) incluait 12 chevaux performants examinés pour
suivi athlétique de routine. Les 38 autres chevaux étaient référés pour performances décevantes selon
I’opinion de I’entraineur et subséquemment considérés comme contre-performants (groupe CP, 19
chevaux) ou intolérants a I’effort (groupe IE, 19 chevaux) en fonction des résultats précédemment

obtenus en course.

Chaque cheval a respectivement été soumis a un examen clinique complet afin d’éliminer toute
anomalie clinique évidente ; une prise de sang veineux effectuée au repos et 60 min aprés chaque test
d’effort pour analyse hématologique, biochimique et de stress oxydant ; une échocardiographie
Doppler au repos ; des tests d’effort standardisés sur piste et tapis roulant, ce dernier incluant
également une endoscopie des voies respiratoires supérieures a 1’effort ; une évaluation locomotrice a
grande vitesse ; ainsi qu’une inspection endoscopique de la trachée réalisée 60 min post-effort avec

lavage trachéal et broncho-alvéolaire.

Plusieurs affections concomitantes étaient présentes chez 30 des 38 chevaux (Figure 1). Concernant
chaque groupe, le nombre de chevaux atteints pour chacune des affections diagnostiquées est présenté
ci-apreés (Figure 2). Un probléme respiratoire était présent chez 33 chevaux, parmi lesquels 16
souffraient d’une obstruction dynamique des URT a D’effort, incluant déviation axiale des replis ary-
épiglottiques, collapsus pharyngé, déplacement dorsal du voile du palais et collapsus des cordes
vocales ; 32 chevaux souffraient d’une affection des voies respiratoires profondes. Parmi ceux-ci,
étaient diagnostiqués un IAD chez 25 chevaux, un STI chez 20 chevaux, une EIPH chez 10 chevaux,
une infection respiratoire bactérienne chez 3 chevaux. Des régurgitations valvulaires modérées étaient
observées chez 20 chevaux, une irrégularité locomotrice chez 8 chevaux a grande vitesse uniquement,
une rhabdomyolyse sub-clinique induite par 1’exercice chez 9 chevaux et 4 chevaux étaient

inadéquatement entrainés.
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Section expérimentale — Premiére partie : Affections sub-cliniques limitant la performance

Au repos, plusieurs parametres hématologiques, 1’enzyme de conversion de I’angiotensine (ACE), la
superoxyde dismutase (SOD) et la glutathion peroxydase (GPx) des groupes CP et IE étaient
significativement inférieurs alors que les lipides oxydés (POOL) et le fibrinogene étaient
significativement supérieurs comparativement au groupe CTL. L’exercice a induit une augmentation
significative de la capacité anti-oxydante hydrophile (ACW) dans les 3 groupes, des protéines oxydées
(PROTOX) dans les groupes CP et IE, et une diminution significative de SOD chez les chevaux CTL.
Aucune différence n’est observée entre repos et post-effort pour I’ACE et I’amyloide A sérique (SAA)
quel que soit le groupe considéré. Les différences entre groupes au repos pour ACE, GPx et POOL
sont également observées en post-effort, alors que PROTOX des groupes CP et IE étaient

significativement supérieurs aux valeurs du groupe CTL en post-effort uniquement.

La comparaison des réponses physiologiques a I’effort selon les groupes et les terrains d’exercice est
présentée ci-apres (Tableau I). Les chevaux du groupe CTL présentaient respectivement des valeurs de
LA et HR significativement inférieures, et de Va4 €t Voo significativement supérieures aux groupes
CP et IE. Par ailleurs, les valeurs des paramétres sportifs étaient significativement supérieures sur RT

comparativement au TM, quel que soit le groupe considéré.

Un diagnostic définitif d’affection sub-clinique a été posé chez 89,5% des chevaux contre-performants
parmi lesquels 88,2% présentaient au moins 2 affections simultanées ; celles-ci pouvant survenir dans
un seul ou dans différents systémes. La présente étude confirme par ailleurs la prévalence ¢levée des
affections sub-cliniques des voies respiratoires et notamment des LRT. Un déséquilibre entre éléments
pro- et antioxydants semble également €tre présent chez des chevaux contre-performants et I’influence
de I’exercice sur ces parametres semble étre différente selon le statut clinique des chevaux. De plus,
des tests d’effort standardisés d’intensités différentes, réalisés dans des conditions différentes,

permettent une discrimination satisfaisante entre chevaux performants et contre-performants.
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Figure 1 : Nombre d’affections concomitantes diagnostiquées chez 19 chevaux contre-performants et

19 chevaux intolérants a 1’effort.
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Figure 2: Prévalence des affections diagnostiquées chez 19 chevaux contre-performants et 19

chevaux intolérants a 1’effort.
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Section expérimentale — Premiére partie : Affections sub-cliniques limitant la performance

Tableau I: Valeurs moyennes (+ écart-type) des variables physiologiques obtenues lors de tests

d’efforts standardisés sur piste et sur tapis roulant chez 12 chevaux contréles, 19 contre-performants et

19 intolérants a 1’effort.

Terrain Groupe Vias (km/h) V00 (km/h)
Contrdle (CTL) 342 +23 354127

Tapis roulant

(T™) Contre-performants (CP) 312+£3,1* 31,5+£3,6*
Intolérants a 1’effort (IE) 294 £35* 293+£3,6*
Controle (CTL) 40,7+3,2 ¥t 37,5+£3,0

Piste de course

RT) Contre-performants (CP) 369+ 1,8* F 354+2,6%%
Intolérants a I’effort (IE) 36,0+ 1,8 % 7 349+£28*F

* Significativement différent du groupe controle correspondant (p < 0,05).

1 Significativement différent de la valeur correspondante sur tapis roulant (p < 0,05).
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Section expérimentale — Deuxiéme partie : Maladie inflammatoire des voies respiratoires

3.2. Maladie inflammatoire des voies respiratoires (4rticle 2)

L’étude portait sur 34 chevaux Trotteurs Frangais agés de 2 a 8 ans, référés au CIRALE
(Goustranville, France) entre les mois d’octobre 2006 et février 2008. Les chevaux étaient a
I’entrainement et examinés pour suivi athlétique de routine ou pour évaluation a cause de
performances décevantes. Chaque cheval a été soumis a un examen clinique complet incluant
notamment une auscultation respiratoire et une endoscopie des voies respiratoires supérieures. Aucun

des chevaux examinés ne présentait d historique ou de signe clinique d’affection respiratoire.

Une inspection endoscopique de la trachée avec évaluation du score de mucus (Gerber et al., 2004) a
été effectuée 60 min aprés I’effort standardisé sur TM. Le TW et le BAL ont été réalisés avec
respectivement 30 mL et 250 mL de saline stérile puis soumis a l'examen cytologique. La mesure des
parametres 10S a été effectuée selon la procédure précédemment décrite pour les fréquences usuelles
(Van Erck ef al., 2004), de méme que pour les fréquences < SHz et I’analyse séparée des différentes
phases respiratoires (Klein et al., 2006). Les chevaux ont été divisés en 2 groupes sur base de
I’évaluation cytologique du BALF. Le groupe IAD incluait 19 chevaux présentant au moins un des
critéres suivants : > 10% de neutrophiles, > 2% de mastocytes ou > 1% d’¢osinophiles (Couétil et al.,
2007 ; Robinson et Hoffman 2003). Le groupe contrdle (CTL) incluait 15 chevaux sans anomalie a

I’évaluation du BALF.

Les chevaux du groupe IAD présentaient un score de mucus trachéal ainsi qu’un taux de neutrophiles
dans le TW et le BALF significativement supérieurs et un taux de macrophages significativement
inférieur au groupe CTL. Une corrélation significative (R = 0,68 ; p = 0,001) était observée entre TW
et BALF concernant le taux de neutrophiles chez les chevaux IAD (Figure 3). Néanmoins aucune
association n’était présente entre le score endoscopique de mucus et I’analyse cytologique des

différents lavages.

Les valeurs de R, et X, en fonction de la fréquence chez les chevaux CTL et IAD sont présentées ci-
aprés (Figure 4). La R, entre 1 et 10 Hz était significativement supérieure pour le groupe IAD et la
X entre 5 et 20 Hz significativement inférieure comparativement au groupe CTL. Les analyses
séparées de I’inspiration et de ’expiration présentaient des différences similaires entre les groupes,

mais dans une gamme de fréquence plus restreinte.

Au sein du groupe IAD, une corrélation significative entre X, a différentes fréquences et taux de
mastocytes dans le BALF a été montrée, de méme qu’entre R, et taux d’éosinophiles. Aucune
corré¢lation n’a été significativement mise en évidence concernant le taux de neutrophiles, ni au sein du

groupe CTL quel que soit le type de cellules considéré.
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Concernant I’impédance évaluée selon les phases respiratoires, aucune différence n’est observée chez
les chevaux CTL entre inspiration et expiration pour R, de méme que pour X,. A I’opposé, une
différence significative entre les phases respiratoires est observée chez les chevaux IAD pour X, entre

3 et 10 Hz et R a toutes les fréquences évaluées.

Le score endoscopique de mucus trachéal, plus €élevé chez les chevaux IAD, pourrait étre un indicateur
non spécifique d'inflammation respiratoire mais ne peut en présager de la sévérité, vu 1’absence de
corrélation avec les analyses cytologiques. Cette étude démontre pour la premiére fois, sans broncho-
provocation (inhalation d’histamine, hyperventilation) et en 1’absence de tout signe clinique, les
altérations simultanées de R, et X, chez un groupe de chevaux IAD. Les différentes corrélations entre
profils cytologiques et dysfonctions respiratoires semblent par ailleurs indiquer la présence de

plusieurs mécanismes pathogéniques distincts dans le syndrome IAD.
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Figure 3 : Pourcentage de neutrophiles dans le liquide de lavage trachéal (TW) et broncho-alvéolaire

(BALF) chez 15 chevaux controles (CTL) et 19 chevaux avec maladie inflammatoire des voies

respiratoires (IAD).
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Figure 4: (a) résistance respiratoire moyenne (R;) et (b) réactance respiratoire moyenne (X)
respectivement obtenues selon la fréquence par oscillométrie a impulsions chez 15 chevaux controles
(CTL) et 19 chevaux avec maladie inflammatoire des voies respiratoires (IAD).

* Significativement différent du groupe contréle (p < 0,05)
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4. DISCUSSION GENERALE

L’ensemble des tests mis en place dans cette étude a permis d’examiner les chevaux dans cing
conditions physiologiques différentes, a savoir au repos, pendant et aprés un effort standardisé sur
piste de course ainsi que pendant et aprés un effort standardisé sur tapis roulant. La réalisation
systématique des différents tests a permis d’obtenir un examen approfondi de I’ensemble des systémes
indispensables au cheval athléte, et notamment des différents systémes impliqués dans la chaine de

I’oxygene (systéme respiratoire, cardiovasculaire, métabolique et musculaire).

L’¢tude a été réalisée “en conditions réelles” chez des chevaux de course en pleine phase
d’entrainement voire de compétition, et non chez des chevaux d’expérimentation. Il est des lors
difficile d’estimer objectivement les performances des chevaux de course. En effet, un cheval
performant a un niveau régional pourrait probablement étre jugé contre-performant s’il participait a
des compétitions nationales. Il est a I’opposé peu probable qu’un cheval performant a un niveau
national participe a des compétitions régionales, a tout le moins en raison du faible intérét financier. Il
était ainsi assumé que les chevaux participaient & des compétitions dont le niveau leur apportait les
meilleures chances de gagner.

L’avis subjectif des entraineurs a ainsi été confirmé par 1’évaluation du classement en course afin de
standardiser le statut de performance quel que soit le niveau des épreuves. L’indice annuel de
performances, proposé par les Haras Nationaux et précédemment utilisé dans une étude portant
également sur des Trotteurs Frangais (Leleu ef al., 2005), n’a pas été retenu dans le présent travail. En
effet, le statut de performances d’un cheval durant les deux mois précédent I’examen pourrait ne pas

étre reflété par I’indice proposé annuellement et portant sur 1’année civile en cours ou précédente.

I1 est également important de noter que bien que présentant différents niveaux de (contre-)performance
en compétition, aucun cheval ne présentait de signe clinique d’affection médicale ou locomotrice lors
des examens préalablement effectués par les vétérinaires, a 1’exception d’un présentant un bruit
intermittent a 1’exercice. Un diagnostic définitif d’affection(s) a été posé chez 34 des 38 chevaux ne
répondant pas aux attentes de leurs propriétaires. Un diagnostic “d’exclusion” a été proposé chez les 4
autres chevaux, considérés comme étant entrainés de facon inadaptée sur base de 1’historique et des
réponses physiologiques a I’exercice. Une publication précédente (Martin et al., 2000) reportait un
diagnostic définitif chez 73,5% des 348 chevaux examinés pour contre-performance; ces auteurs

n’avaient cependant pas évalué les voies respiratoires profondes.
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Dans notre étude, plusieurs affections simultanées étaient présentes chez la plupart (30/38) des
chevaux ; celles-ci pouvaient atteindre plusieurs systémes distincts, mais également étre présentes a
différents niveaux d’un méme systéme; ainsi 22 chevaux parmi les 33 avec affections respiratoires
présentaient au moins deux troubles respiratoires distincts. La multiplicité des troubles diagnostiqués
lors d’évaluation pour contre-performance a antérieurement été signalée (Morris et Seeherman, 1991)
chez 84% des 275 chevaux examinés, cette étude reportait cependant la présence d’une affection
locomotrice clinique dans plus de 40 % des cas.

L’objectif majeur du présent travail portait sur les affections médicales susceptibles de perturber la
performance; 1’étude portant cependant sur des Trotteurs et 1’évaluation clinique des chevaux ayant été
effectuée au CIRALE, une évaluation dynamique a grande vitesse a également été effectuée lors des
différents tests d’effort, tant sur TM que RT. Une adaptation de score de boiterie classiquement utilisé
(AAEP, 1991) a été proposée en relation avec la vitesse, puisque tout cheval présentant une
irrégularité lors de I’examen dynamique en main a faible allure était exclu du protocole. Méme si la
prévalence des irrégularités locomotrices sub-cliniques, détectables a grande vitesse uniquement, a
ainsi pu étre ét€ précisée; aucun examen complémentaire du systéme locomoteur n’a toutefois été

réalisé dans le cadre de cette étude.

Cette étude a également permis de mettre en évidence la forte prévalence des régurgitations
valvulaires chez le cheval de course. Une étude effectuée chez ’homme a montré une prévalence des
régurgitations plus élevée chez I’athleéte que chez I’individu sédentaire (Macchi et al., 2003), quoique
la sévérité en soit similaire entre les groupes. Une relation entre I’entrainement et les régurgitations
valvulaires a également été observée chez les Pur-sang (Young et Wood, 2000) et plus récemment
chez les Trotteurs (Buhl et al., 2005a), pour lesquels la progression de la gravité des régurgitations au
cours de I’entrainement était faible lorsque présente. La prévalence et la sévérité des régurgitations
n’étaient par ailleurs pas significativement différentes entre les groupes dans le présent travail, de
méme que les dimensions des différentes cavités et parois cardiaques. Ces observations tendent a
confirmer 1’étude récente de Young et collaborateurs (2008) montrant que les affections cardiaques

sub-cliniques ne sont pas des causes majeurs de contre-performance chez le cheval de sport.

En paralléle des critéres objectifs nécessaires a 1’établissement d’un diagnostic, plusieurs paramétres
ont ét¢ évalués pour déterminer leur relation éventuelle avec le statut de performances des chevaux.
L’examen systématique de chevaux sains et performants a permis d’effectuer des comparaisons avec
les groupes de chevaux contre-performants.

L’ACE, précédemment dosé chez le Pur-sang (Coomer et al., 2003), a ainsi été dosé pour la premiére
fois chez le Trotteur en relation avec la performance. Méme si une différence significative est

observée entre les groupes pour ce paramétre, il convient d’étre prudent quant a I’interprétation a
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effectuer, les mécanismes sous-jacents restant encore a clarifier (Montgomery et al., 1999). D’autre
part, seule la concentration plasmatique en ACE a été dosée dans ce travail, alors que les recherches en
médecine humaine portent sur 1’association entre polymorphisme génétique et performances (Williams
et al., 2000). L’influence de ’entralnement sur la concentration en ACE, de méme que sa valeur

prédictive potentielle sur les performances équines, méritent ainsi des investigations complémentaires.

Le déséquilibre “oxydants/antioxydants” a précédemment été associé d’une part avec I’exercice chez
des chevaux en bonne santé (De Moffarts er al., 2006) et d’autre part avec plusieurs processus
pathologiques (Kirschvink et al., 2008), incluant des troubles respiratoires, neurologiques ou musculo-
squelettiques. Dans les conditions de notre étude, I’effet de 1’exercice sur les paramétres
“oxydants/antioxydants” semblait étre différent selon le statut clinique des chevaux, et ainsi suggérer
I’utilité d’évaluer les marqueurs oxydants avant et aprés ’effort. Pour des raisons pratiques, le
prélévement sanguin destiné au dosage en post-effort a systématiquement été effectué¢ 1h aprés
I’exercice ; le délai optimal aprés 1’effort permettant la plus grande sensibilité du test restant ainsi a
déterminer. Selon les études précédemment effectuées chez des chevaux cliniquement sains
uniquement, les prélévements pour I’évaluation des marqueurs pro- et anti-oxydants étaient en effet
effectués immédiatement apres 1’exercice, 15min, 4h ou 24h post-effort (De Moffarts et al., 2004 ;
2005b ; Kinnunen et al., 2005 ; Williams et Carlucci 2006).

Par ailleurs, des corrélations avaient précédemment été observées chez les chevaux d’endurance entre
créatinine kinase (CK) / aspartate aminotransferase (AST) et respectivement des marqueurs pro-
(POOL ; Hargreaves et al., 2002) et anti-oxydants (GPx ; Williams et al., 2004). Ceci n’a cependant
pas été observé chez les Trotteurs de notre étude, possiblement en raison des multiples affections
concomitantes présentes chez 30 des 38 chevaux contre-performants. Le role précis du stress oxydant

dans les différentes affections limitant les performances équines doit ainsi encore étre élucidé.

Les affections respiratoires ont été confirmées dans ce travail comme étant la premicre cause de
contre-performance non liée au systéme locomoteur (Perkins et al., 2005 ; Wilsher et al., 2006), et
particulierement les troubles respiratoires profonds (Allen et al., 2006). Les différents diagnostics
posés sont issus de critéres objectifs antérieurement décrits dans la littérature. L’impact de ces
affections sur la fonction respiratoire ou sur les performances reste néanmoins indispensable a préciser

afin de nuancer la signification de I’entité pathologique diagnostiquée.

En accord avec une étude précédente (Holcombe et al., 2006), I’inflammation des voies respiratoires
supérieures n’a pas été associée a des performances réduites pour les groupes de chevaux examinés
dans ce travail. A D’opposé, I’investigation endoscopique et cytologique de la trachée est plus

controversée. En effet, la quantit¢ de mucus trachéal semble associée a de la contre-performance
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(Holcombe et al., 2006) alors qu’un score relativement élevé peut étre observé chez des chevaux
cliniquement sains (Gerber et al., 2003). Une corrélation a également été montrée entre score de
mucus trachéal et neutrophilie dans le TW (Allen et al., 2006 ; Holcombe et al., 2006), ce dernier
parametre ayant par ailleurs été, en I’absence de mucus trachéal, associé a de meilleures performances
en courses (Holcombe et al., 2006). Dans le présent travail, bien que les différents chevaux
semblaient cliniquement normaux, les groupes CP et IE présentaient simultanément un score de mucus
et une neutrophilie du TW supérieure au groupe CTL ; ces deux paramétres n’étaient cependant pas

significativement corrélés.

L’endoscopie et les lavages (TW, BAL) ont été réalisés 60 minutes post-effort, tel que par ailleurs
recommandé par Malikides et collaborateurs (2007). L’exercice récent peut cependant influencer
I’interprétation cytologique du TW. Une migration des neutrophiles dans les voies respiratoires en
relation avec 1’exercice a ainsi été montrée chez I’athléte humain (Bonsignore et al., 2003) ; une
augmentation des neutrophiles dans le TW a également été montrée chez le cheval 1 a 2h post-effort
(Malikides et al., 2007). Aucun cheval contre-performant n’a cependant été utilisé dans cette étude,
alors que pour des raisons pratiques aucun TW n’a été réalisé avant I’exercice dans le présent travail.
L’évolution avec I’effort du taux de neutrophiles dans le TW en fonction du statut clinique reste ainsi
a déterminer, de méme que le moment de prélévement (pré- ou post-effort) qui serait le plus

discriminant.

Le critére cytologique majeur classiquement utilisé pour définir ’absence d’inflammation trachéale
chez le cheval de sport est la présence de < 20% neutrophiles parmi les leucocytes présents dans le
TW (Christley et al., 2001 ; Robinson et Hoffman, 2003 ; Sweeney et al., 1992a) ; a I’opposé, une
étude portant sur des chevaux de loisir asymptomatiques (Robinson et al., 2006) a montré que plus de
70% d’entre eux avaient > 20% neutrophiles dans le TW.

L’évaluation du degré d’inflammation respiratoire est fréquemment réalisée en pratique par 1’analyse
du score de mucus et la réalisation d’'un TW, en raison notamment de la facilité de la réalisation
pratique sans devoir recourir a la sédation. Cette inflammation, telle qu’observée a la cytologie
trachéale, a été associée dans différentes études a une infection bactérienne (Burrell ef al., 1996 ;
Chapman et al., 2000 ; Christley et al., 2001 ; Wood et al., 2005a ; 2005b), virale (Fortier et al., 2009)
ou a la présence d’endotoxines dans I’air ambiant (Millerick-May et al., 2008), cependant la définition

exacte du STI, de méme que ses conséquences sportives restent a préciser.

Plusieurs études ont réguliérement montré une contradiction entre les interprétations cytologiques du
TW et de BALF (Derksen et al., 1989 ; Dixon et al., 1995 ; Hughes et al., 2003 ; Malikides et al.,
2003). Une distinction a ainsi récemment été faite entre STI et IAD, quoique la relation entre les deux

syndromes reste encore inconnue (Couétil et al., 2007). Dans le présent travail, les deux syndromes
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étaient simultanément présents chez 16 chevaux alors que 9 présentaient de I’lAD seul et un STI
uniquement était observé chez 4 chevaux de 1’étude, ce syndrome n’étant par contre jamais présent
comme seule affection susceptible d’étre responsable de contre-performance.

Une explication concernant les divergences de prévalence entre les deux syndromes malgré la
corr¢lation observée entre TW et BALF pour le taux de neutrophiles pourrait provenir de 1’actuelle
définition consensuelle de I’IAD. Celle-ci est en effet basée sur I’augmentation du pourcentage relatif
d’un ou de plusieurs types de leucocytes (neutrophiles, éosinophiles, mastocytes, lymphocytes).
L’IAD tel qu’actuellement défini (Couétil er al., 2007) semble ainsi étre un syndrome clinique
regroupant plusieurs “sous-types” cellulaires, avec des répercussions différentes en termes de fonction

respiratoire ou de performance.

L’examen cytologique des liquides respiratoires dans ce travail a permis de confirmer 1’association
précédemment observée entre taux de neutrophiles dans le BALF et contre-performance (Fogarty et
Buckley, 1991). Cependant, 1’évaluation des paramétres IOS dans les conditions de notre étude n’a pas
montré d’association entre taux de neutrophiles et dysfonction respiratoire. A 1’opposé, les mastocytes
et éosinophiles, fréquemment rencontrés en faibles quantités dans le BALF, ont été associés a des
perturbations de la fonction pulmonaire chez des chevaux asymptomatiques. Ces observations tendent
a confirmer les résultats de plusieurs études antérieures effectuées a I’aide d’autres tests de fonction
respiratoire chez des chevaux souffrant cliniquement ou chroniquement d’inflammation respiratoire
(Bedenice et al., 2008 ; Hare et Viel, 1998 ; Hoffman ef al., 1998) ou atteints de RAO (Deaton et al.,
2007).

Ce travail a également permis de mesurer pour la premiere fois chez le cheval les composantes
inspiratoires et expiratoires de I’impédance pulmonaire. Cette analyse séparée selon les phases
respiratoires avait permis en médecine humaine d’améliorer la sensibilité de I’IOS chez les patients
asthmatiques (Goldman et al., 2002). Cette meilleure sensibilité par rapport aux paramétres classiques
n’a cependant pas été observée chez les chevaux IAD de ce travail, méme si une hétérogénéité de la

ventilation a été mise en évidence chez ceux-ci comparativement aux chevaux controles.

Il convient ainsi de nuancer les observations effectuées dans ce travail. Le nombre de chevaux
examinés a 1’aide de I’IOS était en effet modéré, et n’a pas permis d’évaluer la fonction respiratoire
chez plusieurs groupes de chevaux ne présentant chacun qu’un seul des différents critéres cytologiques
de I'IAD. De plus, méme si les chevaux avec [AD présentaient tous divers degrés de contre-
performance, le travail actuel n’a pas permis de mettre en évidence I’impact précis sur les
performances en courses des différents “sous-types” du syndrome IAD tel qu’actuellement défini.

Par ailleurs, 1’évaluation des marqueurs de 1’activité des différentes cellules inflammatoires présentes
dans les lavages n’a pas été effectuée dans ce travail. Ainsi la myélopéroxydase (MPO), récemment

dosée dans le BALF de chevaux RAO et contrdles (Art et al., 2006), ou 1’élastase pourraient &tre
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mesurées comme marqueurs d’activit¢ neutrophilique a mettre en relation avec les parametres

d’impédance chez des chevaux avec IAD.

L’analyse des gaz sanguins artériels, effectuée au repos chez les différents chevaux, n’a pas été, pour
des raisons pratiques, effectuée lors du test d’effort standardisé sur le tapis roulant. Il a ét¢ montré que
les degrés d’hypoxémie et hypercapnie induites par [’exercice s’accentue avec le niveau
d’entrainement (Christley et al., 1997) chez des chevaux en bonne santé. Plusieurs études ont
néanmoins montré une détérioration des échanges gazeux avec aggravation de I’hypoxémie a 1’effort
chez des chevaux avec IAD et/ou EIPH, comparativement a des chevaux contréles (Couétil et
Denicola, 1999 ; Sanchez et al., 2005). Le critére d’inclusion dans le groupe IAD était cependant
uniquement basé sur la quantité de mucopus endoscopiquement visible 1h aprés 1’effort. L’association
entre I’inflammation des voies respiratoires, basée sur des critéres cytologiques objectifs, et I’efficacité

des échanges gazeux lors de 1’effort doit ainsi encore étre déterminée.

Les différentes affections diagnostiquées chez les chevaux examinés dans ce travail évoluaient de
facon sub-clinique. L’examen a I’effort sur TM ou RT a ainsi permis d’une part de mettre en évidence
plusieurs troubles non détectables au repos, et d’autre part d’en évaluer les répercussions a I’effort.

Il convient d’interpréter avec prudence les parametres physiologiques (LA, HR) et sportifs (Via4,
V00) obtenus a I’issue de ces tests ; ces parameétres refletent en effet la condition physique du cheval
le jour de ’examen et sont donc influencés par les capacités intrinseques de I’individu, son niveau
d’entrainement, de méme que toute affection clinique ou sub-clinique dont il pourrait souffrir. Afin de
standardiser au mieux les réponses physiologiques a 1’exercice, il était demandé aux entraineurs de
pouvoir examiner des chevaux a I’entrainement ou en compétition, quel que soit leur niveau actuel de

(contre-)performance.

Les différents tests d’effort réalisés sur piste et tapis roulant ont mis en évidence une différence
significative entre les groupes pour les deux paramétres sportifs mesurés. Des études précédemment
effectuées sur les Trotteurs avaient évoqué I’influence spécifique des troubles respiratoires (Couroucé-
Malblanc et al., 2002) et locomoteurs (Couroucé et al., 1996 ; Erickson et al., 1987) sur
respectivement Vias et Vi, Des résultats préliminaires issus du présent travail ont permis de
confirmer ces observations, en comparant des groupes plus restreints de chevaux présentant seulement
une inflammation des voies respiratoires profondes ou une irrégularité locomotrice a grande vitesse.

Cependant, lorsque 1’ensemble des chevaux de I’étude est considéré, la multiplicit¢ des problémes
sub-cliniques observés pourrait expliquer les modifications observées tant pour la fréquence cardiaque
que pour la lactatémie. Il n’a ainsi pas été possible dans cette ¢tude de composer des groupes de

chevaux présentant une seule affection a la fois. Les chevaux ont par ailleurs été examinés de fagcon
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ponctuelle, aucune réévaluation n’a été effectuée, et aucun cheval contre-performant n’a fait 1’objet
d’un suivi régulier au cours d’une saison de compétition. La mise en place de tels examens pourrait
permettre d’objectiver sur le plan sportif, ou fonctionnel dans le cas de I’'lOS, la réponse

physiologique aux traitements proposeés.

Les chevaux ne répondant pas aux attentes de leurs propriétaires ont été regroupés dans ce travail en
CP et IE. Cette distinction arbitraire dans le statut de contre-performance a permis de relativement
homogénéiser le nombre de chevaux dans chaque groupe. Des différences non significatives entre les
groupes CP et IE ont été observées concernant la prévalence ou la sévérité de plusieurs affections, de
méme que pour les paramétres sportifs. Aucune association n’a ainsi pu étre établie entre le statut de
contre-performance et les observations médicales ou sportives effectuées.

Il est par ailleurs nécessaire de faire la distinction entre paramétres sportifs obtenus lors d’un test
d’effort standardisé et performances en course. En effet I’intensité du test ou les conditions dans lequel
celui-ci est réalisé influencent les paramétres obtenus, méme si dans les conditions de notre étude une
discrimination entre performants et contre-performants était possible sur TM et RT. De plus, une
relation entre Va4 et performances en courses a ét¢ observée (Casini et Greppi, 1996 ; Couroucé et
al., 1997 ; Leleu et al., 2005) ou non (Davie et al., 2002 ; Roneus et al., 1999) selon le test d’effort

effectué et la discipline ou I’allure (trot vs. amble) considérée.
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5. CONCLUSIONS GENERALES

Ce travail comprenait une évaluation clinique et fonctionnelle intensive chez des chevaux contre-
performants en comparaison avec des chevaux contrdles. Les études menées ont permis de combiner
I’établissement d’un diagnostic objectif d’affections sub-cliniques et 1’évaluation de leur impact
sportif par I’intermédiaire des réponses physiologiques a I’exercice, de méme que l'influence de

I’inflammation des voies respiratoires profondes sur la fonction respiratoire.

La premicre étude effectuée a ainsi permis de confirmer la présence simultanée fréquente de plusieurs
problémes chez un méme cheval ne performant pas au niveau escompté, mais également d’établir
qu’en I’absence totale de signes cliniques d’affection, les troubles respiratoires, et notamment les
troubles respiratoires profonds, sont les plus fréquemment associés a de la contre-performance chez le
trotteur a 1’entrainement. Les tests d’efforts, indépendamment de leur intensité et du terrain d’exercice
(tapis roulant ou piste de course) sur lesquels ils ont été effectués, ont permis de mettre en évidence les
répercussions a D’effort des différentes affections diagnostiquées, sans toutefois pouvoir les
discriminer. La réponse a I’exercice de plusieurs paramétres sanguins non-indispensables a
I’établissement d’un diagnostic a également été évaluée, permettant de mettre en évidence, notamment
pour le marqueur pro-oxydant PROTOX une variation suite a I’effort qui était différente selon le statut
de performance des chevaux. Par ailleurs, des paramétres hématologiques tels que la concentration en
hémoglobine ou le volume globulaire, de méme que I’ACE, dosé pour la premiére fois chez le trotteur
a I’entrainement, pourraient au vu des différences observées entre les groupes servir d’indicateurs non-

spécifiques de contre-performance.

La deuxiéme étude effectuée a permis de montrer 1’absence de corrélation entre I’inspection visuelle
de la trachée et 1’évaluation cytologique des liquides de lavages, tendant a confirmer 1’importance de
la réalisation simultanée de ces différents examens. Ce travail a de plus mis en évidence, pour la
premié¢re fois sans broncho-provocation, des altérations de la fonction respiratoire pour chacune des
phases de la respiration chez des chevaux contre-performants souffrant d’IAD de fagon
asymptomatique. Une hétérogénéité de la ventilation a également pu étre pour la premicre fois mise en
évidence chez ces chevaux, comparativement aux chevaux controles. Cette étude a par ailleurs permis
de montrer les relations entre la cytologie du BALF et les altérations fonctionnelles respiratoires, et
ainsi de confirmer la relative spécificité fonctionnelle des différents sous-types du syndrome IAD.
Quoique non-spécifique puisque n’évaluant que les conséquences fonctionnelles, I’IOS pourrait étre
utilisé en routine clinique, en conjonction avec les autres examens usuels, pour suspecter précocement
et de fagon totalement non-invasive des affections respiratoires sub-cliniques susceptibles de limiter la

performance équine.
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6. PERSPECTIVES

Les différents chevaux de ce travail étaient a 1’entrainement et/ou en période de compétition au
moment ou ils ont été examinés. Seule une évaluation ponctuelle a un instant donné a ainsi pu étre
effectuée. Une réévaluation des chevaux aprés mise en place des différents traitements proposés aurait
pour avantage de pouvoir mettre en évidence la guérison ou non du cheval, et également de pouvoir
suivre 1’évolution des répercussions fonctionnelles (IOS) et sportives. En effet, bien que des
perturbations de la fonction pulmonaire soient présentes simultanément aux altérations cytologiques
observables dans le BALF, I’éventuelle réversibilité¢ des dysfonctions respiratoires associées a I’IAD

n’est pas encore connue.

Des études ultérieures portant sur un plus grand nombre de chevaux avec IAD permettraient également
de constituer des groupes de chevaux présentant chacun des sous-types inflammatoires constituant
actuellement ce syndrome, et ainsi en préciser plus spécifiquement les répercussions sur la fonction
respiratoire ainsi que les relations avec les performances. Il est de méme fort probable que la fonction

respiratoire puisse étre altérée par d’autres affections respiratoires telles que I’EIPH par exemple.

En parall¢le des investigations épidémiologiques destinées a trouver les facteurs de risques des divers
types d’inflammation respiratoire profonde, des études expérimentales devraient permettre de
confirmer la pertinence biologique de ces risques et d’en démontrer les mécanismes immunologiques.
Une meilleure connaissance et définition du syndrome IAD permettrait en effet de mettre en place de
meilleures stratégies de traitement et également de tenter d’en limiter ’incidence chez le cheval de

sport.
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