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Résumé

Le syndrome vache a terre (SVT) est rencontré chez la vache laitiére et est une
condition d’'urgence a évolution rapide ou le pronostic est réservé a sombre. Les seuls
tests complémentaires disponibles actuellement nécessitent I'utilisation des services
d’'un laboratoire commercial. La présence d’hypoperfusion locale et systémique ainsi
que de lésions cardiaques a la nécropsie rend potentiellement intéressant le dosage
de la lactatémie (LAC) et de la troponinémie (cTnl) sanguine. Ces deux biomarqueurs
pouvant étre analysés a 'aide d’appareils portatifs. L’objectif de la présente étude était
d’évaluer la valeur pronostique de la LAC et de la cTnl dosées a la ferme, directement
au chevet de la vache laitiere atteinte de SVT. Le pourcentage d’issue négative (mort
ou euthanasie) a sept jours suivant I'inclusion (d7) était de 63.1 %. La lactatémie n’était
pas associée au pronostic vital de 'animal lors de SVT. Par contre, une valeur sanguine
de cTnl >0.7 ng/mL était associée a une issue négative a d7 (sensibilité, spécificité,
valeurs prédictives positive et négative respectivement de 54.1 %, 78.4 %, 82.0 % et
48.3 %). L'utilisation d’'un modeéle de régression logistique multivariable a montré que
cette hypertroponinémie était associée a un risque d’issue négative a d7 5.5 fois (ICos5%:
2.1-14.6) plus grand que le groupe présentant une cTnl < 0.07 ng/mL. De plus, les
animaux ayant une FC >100 BPM étaient 3.7 fois plus a risque (ICo5%: 1.5-10.2) de

subir une issue négative a d7 que ceux présentant une FC<100 BPM.

Mots-clés: Syndrome vache a terre, vache laitiére, lactatémie, troponinémie,

pronostic, premiére ligne, bien-étre animal
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Abstract

Downer cow syndrome (DCS) is observed in dairy cattle and is an emergency condition
that progresses rapidly and whose prognosis is reserved to poor. The only available
complementary tests require the services of a commercial laboratory. The presence of
local and/or systemic hypoperfusion, along with the presence of cardiac lesions at
necropsy renders the dosage of lactatemia (LAC) and cardiac troponin | (cTnl) in the
blood potentially interesting. These two biomarkers being measurable through the
analysis of portable equipment, the present study objective was to evaluate the
prognostic value of measuring LAC and cTnl directly at the side of the dairy cow
affected by DCS. The percentage of negative outcome (death or euthanasia; NO)
seven days following the study inclusion (d7) was 63.1%. LAC was not associated with
the prognosis of the animal suffering from DCS. However, a blood cTnl value of
>0.7ng/mL was associated with a NO before d7 (sensitivity, positive and negative
predictive values of 54.1, 78.4, 82.0, and 48.3%, respectively). The use of a logistic
multivariable model demonstrated that hypertroponinemia was associated with a NO
risk 5.5 greater (95%Cl: 2.1-14.6) by d7 than animals presented with a blood cTnl value
of < 0,07ng/mL. The animals presenting a HR > 100BPM were 3.7 times more at risk
(95%Cl: 1.5-10.2) of exiting the herd by d7 than the animals with a HR of < 100BPM.

Keywords : Downer cow syndrome, dairy cow, lactatemia, cardiac troponin,

prognosis, first line, animal welfare
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Introduction

Le syndrome vache a terre est une condition d’'urgence en médecine bovine et
est généralement rencontrée chez la vache laitiere (1, 2). Le traitement de ces cas est
ardu vu la difficulté d’établir un bon diagnostic primaire et d’évaluer, lors de I'examen
physique, I'impact des Iésions secondaires au décubitus qui se sont développées (3-
5). L'un des principaux dommages collatéraux est le développement de Iésions aux
muscles et aux nerfs périphériques impliqués dans le décubitus. Ces Iésions peuvent
se manifester aussitdt que trois a six heures suivant le début de I'état non ambulatoire
(6, 7).

En considérant que la rentabilité d’'une entreprise laitiére passe entre autres par
la diminution des colts d’exploitation et du contrdle des dépenses(8), la détermination
des chances de retour en production de I'animal atteint est essentielle. Qui est plus,
plusieurs pays dont le Canada (9), ont désormais interdit le transport d’animaux non
ambulatoires vers des destinations autres qu’un endroit ou ces animaux recevraient
des soins vétérinaires appropriés (10). La valorisation de la carcasse est de plus
impossible dans les abattoirs fédéraux canadiens qui désirent exporter leurs produits
vers les Etats-Unis (11). Comme le pronostic de cette condition s’assombrit au fil du
temps (5, 12-14), il appert important de se soucier des souffrances subies par I'animal
atteint en limitant ces derniéres lorsque le pronostic est sombre (10).

La créatine kinase (CK) et 'aspartate aminotransférase (AST) ont été désignés
comme des tests complémentaires utiles a 'émission d’'un pronostic lors de syndrome
vache a terre (SVT)(12, 15). L’'obtention de ces résultats d’analyse en condition de
pratique privée peut par contre prendre plus de 24 heures. La présence récente sur le
marché de multiples appareils portatifs rend désormais possible le dosage de divers
biomarqueurs sanguins directement au chevet de I'animal. L’identification rapide des
animaux chez lesquels le pronostic sera sombre a la ferme permettrait de faire des
choix plus éclairés de pair avec le producteur quant au devenir de chaque animal. Cette
étude s’est donc intéressée a deux biomarqueurs ayant un intérét pronostique potentiel

lors de SVT a la ferme, a savoir la troponinémie et la L-lactatémie.



CHAPITRE 1: Recension de la littérature

1.1La vache a terre

1.1.1 Définition et population a risque

Pour le médecin vétérinaire praticien bovin, la vache a terre (VAT) représente
un animal qui était debout la derniére fois qu’il a été observé par I'éleveur et trouvé en
décubitus au moment de I'appel, incapable de se relever. Les animaux les plus a risque
de s’exposer a un épisode VAT sont les vaches laitiéres en période péripartum (1, 4,
13, 16, 17). Une étude menée sur 143 VAT en 1987 a montré que 44.2 % de ces cas
étaient liés a une dystocie et 36.5 % a une fievre du lait (13). La vache laitiere atteinte
d’hypocalcémie clinique (fievre vitulaire) est souvent évoquée comme I'exemple type
de la VAT (1, 5). L'incidence de la fieévre vitulaire varie entre 3.5 et 7 % (18). Le risque
de présenter une fiévre vitulaire en période péripartum augmente avec le nombre de
lactations (18) et la cote de chair des animaux (19). Par contre, I'effet d’'une forte
production laitiere sur I'incidence de la fiévre vitulaire ne fait pas 'unanimité dans la
littérature (20, 21).

1.1.2 Causes

Les causes d’épisode VAT chez les bovins sont multiples (5, 10, 22). Les
principales étiologies sont souvent regroupées grace a I'acronyme 4M (23) et sont

présentées dans le tableau |I.



Tableau I. Causes les plus fréquentes d’épisode de décubitus chez la vache
laitiere.

Hypocalcémie
Hypomagnésémie
Hypokaliémie
Hypophosphatémie

Métabolique

Musculosquelettique
Luxation coxofémorale
Fracture téte fémorale
Rupture des mm gastrocnémiens
Rupture des mm adducteurs des
membres postérieurs
Musculosquelettique/ Neurologique
Neurologique Parésie/paralysie
Sciatique
Obturatrice
Péronéenne
Tibiale
Radiale
Systéme nerveux central
Lésion spinale
Lymphosarcome spinal

Mammite aigué

Métrite aigué

Causes autres (Toute maladie primaire engendrant un état de choc sévére)

mm: muscles.



1.1.3 Signes cliniques et traitements

Un décubitus sternal ou latéral et une incapacité a se relever caractérisent cette
condition pathologique. Les VAT présenteront de plus des signes cliniques liés a
I'étiologie primaire du décubitus. Par exemple, lors d’un épisode VAT lié a une fievre
vitulaire, les animaux atteints peuvent montrer de lI'anorexie, de I'abattement, une
atonie ruminale et une tachycardie. Une incapacité a se maintenir en décubitus sternal,
un abattement sévére (potentiellement un coma) et une tachycardie = 120 BPM
peuvent si 'hypocalcémie n’est pas traitée plus t6t (16). Lors de parésie secondaire a
une dystocie, il sera possible d’'observer des signes d’atteinte neurologique liée aux
nerfs sciatique ou obturateur (24). L'identification de la cause du décubitus permettra
au praticien de mettre en place les traitements appropriés (par exemple une

calcithérapie). Ces traitements ne seront pas discutés dans le cadre de ce mémoire.

1.1.4 Pronostic

Le pronostic de la VAT dépend bien entendu de la cause du décubitus. Par
exemple, de 37 a 76 % des vaches laitieres présentées en hypocalcémie clinique
répondront a une calcithérapie unique (25, 26). Le pourcentage de récidive a la suite
de cette calcithérapie est variable selon les études, oscillant entre 3.7 % et 70 % (25).
Malgré tout, entre 90 et 97 % des vaches atteintes de fiévre vitulaire se reléveront
malgré des calcithérapies multiples (25, 27).

Une non-réponse au traitement mis en place ou un prolongement du décubitus
malgre la résolution du probléme primaire peut amener I'animal en SVT. L’apparition
de dommages musculaires et neurologiques secondaires au décubitus caractérise

I'évolution de I'animal vers le SVT (7).



1.1.5 Différenciation entre la vache en décubitus et le syndrome

vache a terre

Il estimportant de bien différencier la VAT du syndrome vache a terre (SVT)(28).
La VAT sera ici illustrée par 'exemple de la fievre vitulaire, la cause la plus fréquente
de décubitus. Un animal ne se relevant pas dans les heures suivant une ou deux
calcithérapies peut alors étre classé comme un animal souffrant de SVT (25, 29). lly a
donc un possible amalgame entre les causes primaires (I'hypocalcémie dans ce cas-
ci) et secondaires (ischémie locale des muscles et nerfs impliqués dans le décubitus)
qui favorisera la poursuite de I'état non ambulatoire (5, 28). La durée et le
développement plus ou moins rapide de Iésions secondaires du décubitus sont donc
associés a la définition du SVT, ce qui n’est pas le cas de la VAT.

Le SVT est ainsi une complication de n'importe quelle cause de décubitus bovin
(7, 30). L’examen clinique de chaque VAT doit nous amener a déterminer le plus
précisément possible la cause primaire du décubitus, mais aussi a évaluer I'étendue

des dommages secondaires au décubitus prolongé qui caractérise le SVT (28, 31).

1.2 Syndrome vache a terre

1.2.1 Historique du syndrome vache a terre

L’écrivain Upton Sinclair a décrit pour la premiére fois la vache « downer » en
1905 alors qu’il dépeignait les bovins incapables de se lever présentés aux abattoirs
de Chicago (32). Au cours des années 50, le terme « downer cow » était associé a des
suites d’'une hypocalcémie clinique péripartum. Une « downer cow » était une vache
qui ne répondait pas a une ou a plusieurs calcithérapies. A ce moment, le SVT était
donc ni plus ni moins qu’une complication de la fievre vitulaire (14, 17, 33).

Une étude danoise des années 70 a soulevé le point qu’une hypocalcémie était
sous-jacente dans seulement 52 % des cas de vaches a terre (34). Bien que

I'hypocalcémie clinique en période périvélage soit la source la plus fréquente de cas



de SVT, Victor Cox et coll.(1982) ont indiqué que ce syndrome devait plutot étre vu
comme une complication de n'importe quelle cause primaire de décubitus (7).

De nos jours, il est possible de retrouver cette condition pathologique a part
entiere sous une multitude de noms: syndrome de la vache couchée (35), downer cow

syndrome (34), recumbent cow (15) ou encore nonambulatory cattle (10, 15, 36).

1.2.2 Définition

Diverses définitions du SVT sont présentes dans la littérature et aucune d’entre
elles ne fait I'unanimité. Plusieurs descriptions font référence a un épisode
d’hypocalcémie clinique. Pour I'un, une VAT n’ayant pas répondu a une premiére
calcithérapie intraveineuse dans les dix minutes suivant le traitement devient un SVT
(14). Une premiére équipe suédoise appliquait plutdt ce terme a un animal toujours au
sol aprés deux calcithérapies (37). Par ailleurs, un second groupe de recherche parle
de SVT lorsque la vache est toujours en décubitus 24 heures aprés un traitement de
calcium intraveineux (34). Puisque le dosage du calcium sanguin est rarement effectué
lors de fievre du lait, Cox préconise de définir un SVT comme un décubitus sternal qui
dure depuis plus de 24 heures malgré I'apparence relativement alerte de I'animal (5,
38). Fenwick a de son cété distingué un type de SVT qu’il a qualifié de non alerte (39).
Plus récemment, certains chercheurs ont étendu la définition du SVT a tout animal
incapable ou non désireux de se lever depuis 12 heures et plus (16, 20, 40). Grace a
cette définition plus large, il est possible de reclasser les différentes causes de SVT
sous les catégories alertes et non-alertes (40, 41). La premiére catégorie représente
les animaux conscients de leur environnement. Un bon état général et un appétit pres
de la moyenne sont couramment observés. Le second groupe rassemble les animaux
présentant de I'abattement et des signes vitaux anormaux tels que de la fiévre, de la
tachycardie ou de la déshydratation. Ces catégories ne sont pas mutuellement
exclusives: un animal du groupe non alerte peut évoluer vers le groupe alerte et vice-

versa (41). Un résumé exhaustif est exposé au tableau II.



Tableau ll. Catégorisation des causes primaires de syndrome vache a terre, leurs tests complémentaires possibles ainsi

que leur pronostic.

Catégorie

Causes de décubitus

Tests complémentaires

Pronostic

Alerte

Musculosquelettique

Fracture

Luxation

Ruptures musculaires
Arthrite,cellulite-abrasion

Contusions musculaires

Neurologique
Parésie/paralysie
Sciatique
Obturatrice
Péronéenne
Tibiale
Radiale

Lésion spinale

Lymphosarcome spinal

Radiographie
Echographie

Dosage sérique CK et AST

Radiographie

Analyse du liquide céphalorachidien

Analyse hématologique

Echographie

Radiographie

Réservé a fatal

Bon a réservé, selon le nerf
atteint

Bon a sombre

Sombre



Mammite aigué

Métrite aigué

Meétabolique
Hypocalcémie
Hypomagnésémie
Hypokaliémie
Hypophosphatémie
Acétonémie
Toxémie de gestation

Méningoencéphalite

Hémorragie sévére

Non-alerte 3
Hydroallantoide

Digestive
Volvulus
Abomasal

Cécal
Mésentérique

Indigestion vagale

Indigestion par acidose ruminale aigué

Péritonite

Culture de lait
Analyse hématobiochimique

Analyse hématobiochimique

Analyse biochimique

Dosage des BHB
Dosage des BHB

Analyse du liquide céphalorachidien
Analyse hématobiochimique

Echographie abdominale

Echographie abdominale
Chirurgie abdominale exploratrice

Analyse hématobiochimique
Echographie abdominale

Analyse biochimique
Lactatémie
Analyse du liquide ruminal

Echographie abdominale
Paracentése

Bon a réservé

Bon a réservé

Bon a réservé

Réservé
Sombre

Réservé

Sombre

Réservé

Sombre

Sombre

Réservé

Réservé

CK: créatine kinase ; AST: aspartate aminotransférase



1.2.3 Population a risque

Toute VAT est susceptible d’évoluer vers le SVT. Dans le cas des animaux
atteints d’hypocalcémie clinique, entre 3.8 % et 28.2 % de ces vaches progresseront
vers un SVT (33, 34, 41). La durée du décubitus au moment de la premiére
calcithérapie lors de fiévre vitulaire semble grandement influencer la transition vers un
SVT. Une étude australienne rapporte une incidence de SVT de 2.3 %, 26.2 %, 31.9 %
et 38.9 % pour des durées de décubitus respectivement de moins de 6 heures, 7 a 12
heures, 12 a 18 heures et plus de 18 heures lors du premier traitement (1). Ce méme
auteur a rapporté qu’entre 1.9 et 3.4 % des vaches atteintes d’hypocalcémie clinique
deviendraient des SVT non alertes ou atypiques (39).

Une incidence de 21.4 cas de SVT par 1000 vaches-années a risque a été
calculée grace a un sondage fait auprés de 723 troupeaux du Minnesota. Leur
définition d’'un cas de SVT était simplement une vache laitiere en décubitus sternal
depuis 24 heures et plus (38). Plus de la moitié (58 %) des animaux affectés débutait
leur épisode SVT dans les 24 h suivant le vélage et de ce nombre, 41 % des vaches
avaient présenté des difficultés au vélage (38). Un autre 37 % des animaux ayant été
inclus ont commencé leur décubitus entre 1 et 100 jours en lait (JEL)(38). Selon les
propriétaires sondés, les vaches fortes productrices semblaient plus fréquemment
atteintes (38).

1.2.4 Signes cliniques

Les signes cliniques lors de SVT sont multiples et dépendent en partie de la
cause primaire du décubitus. Comme mentionné plus t6t, la présence de dommages
secondaires aux membres postérieurs suite au décubitus prolongé caractérise les cas
de SVT (5, 42). Une enflure, un mouvement ou une position anormale ou encore une
perte de sensibilité localisée des membres postérieurs peuvent étre notés (7, 43). Il est
possible d’observer une urine jaune foncé ou brune allant de pair avec une
myoglobinurie (7). Les animaux catégorisés alertes présentent généralement un état
mental et un appétit normal (40, 41). Ces vaches peuvent ramper (creeper cow)(7, 29).



Les vaches non alertes, quant a elles, ont plutdt tendance a étre peu réactives a leur
environnement. Elles présentent des signes vitaux anormaux allant fréquemment de
pair avec un probleme systémique (40-42). Ces animaux peuvent parfois étre montrés
en décubitus latéral (17, 39).

1.2.5 Pathophysiologie

Alors que la VAT doit déja étre gérée comme une urgence médicale(44), celle
qui évolue vers le SVT représente une course contre la montre pour limiter les
dommages tissulaires secondaires au décubitus (10). En effet, le poids et la
conformation physique de la vache laitiére ne lui permettent pas de passer de longues
périodes au sol (28). Une série d’observations australiennes a souligné que suite a une
hypocalcémie clinique, I'incidence de SVT allait en augmentant avec la durée du
décubitus prétraitement (1). Il a été démontré expérimentalement que les dommages
neuromusculaires causés par un décubitus sternal maintenu sous une anesthésie
générale de 6 a 12 heures étaient déja suffisants pour que 50 % (8/16) des vaches a
priori saines deviennent des cas de SVT alertes (7).

Tout bovin non ambulatoire pour une période prolongée est donc susceptible
aux dommages musculaires secondaires au décubitus (7, 34). L'incapacité a se relever
s’expliquerait en partie par les syndromes d’écrasement (rhabdomyolyse traumatique)

et de compartimentation (aussi nommeé le syndrome des loges)(7).

1.2.5.1 Syndrome d’écrasement

Le syndrome d’écrasement, ou rhabdomyolyse traumatique, est bien décrit en
médecine humaine et est couramment associé a des blessures secondaires aux
accidents de veéhicules, aux guerres et aux désastres naturels (45-47). L’alcool et
’héroine sont désormais aussi des agents étiologiques fréquents du syndrome
d’écrasement aux Etats-Unis (45). Ce syndrome peut ainsi atteindre toute personne
dont la masse musculaire d'un membre est comprimée durant quatre a six heures,
parfois moins, et dont la circulation sanguine locale est compromise (47). Laissée sans

traitement adéquat, cette condition est fatale (45-47).
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La pathophysiologie du syndrome d’écrasement adaptée au SVT est
schématiquement représentée a la figure 1. Au cours d’'une compression musculaire
prolongée, une stase veineuse s’établit et la circulation artérielle se poursuit. Les
capillaires sont alors plus perméables et un cedéme s’installe. Une ischémie musculaire
apparait a mesure que la perfusion artérielle devient inefficace. Une acidose
métabolique locale se produit tandis que le métabolisme anaérobique s’enclenche.
L’anoxie cellulaire secondaire a I'’hypoperfusion locale favorise la perte d’intégrité
cellulaire et la mort des myocytes impliqués, libérant entre autres de la myoglobine, de
l'urate, du phosphate, du potassium et de la créatine kinase (CK). Ces déchets
métaboliques se retrouveront dans la circulation systémique lors de la reperfusion
musculaire. La myoglobine, l'urate et le phosphate peuvent précipiter dans la portion
distale des tubules rénaux (46) et ainsi causer une obstruction tubulaire menant a une
oligurie et une insuffisance rénale aigué (47, 48). L’hyperkaliémie secondaire peut,
quant a elle, provoquer des dysrythmies cardiaques chez ’lhomme, et ce, moins d’'une
heure suivant la fin de la compression musculaire (45). Une étude a rapporté des
arythmies et de la tachycardie parmi des cas de SVT hypocalcémiques en période
péripartum (49, 50). Puisqu’il y a perte d’intégrité des sarcolemmes, le calcium et le
sodium s’accumulent librement dans les myocytes. En quittant le milieu extracellulaire,
ces deux électrolytes aggravent I'cedeme musculaire et la diminution du volume
intravasculaire (46). Par ailleurs, I'hypercalcémie intracellulaire activera les protéases
présentes dans les myocytes comprimés et contribuera aussi a la lyse cellulaire (45).
La reperfusion des muscles ischémiques entrainera en circulation des enzymes
protéolytiques, des radicaux libres et du lactate (45).

Le syndrome d’écrasement permet donc d’expliquer les effets systémiques
gu’une compression musculaire prolongée (ou d’'un décubitus prolongé dans le cas qui
nous intéresse). Le syndrome de compartimentation survient quant a lui une fois que

la pression extérieure est relachée (45, 46).
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1.2.5.2 Syndrome de compartimentation

Les mammiféres domestiques ont, comme I'homme, certains groupes
musculaires englobés de fascias épais, inélastiques et imperméables (7). Lorsque la
pression externe prolongée est retirée de ces groupes musculaires, un cedeme et des
hémorragies locales peuvent se développer dans ceux-ci (47). Le syndrome de
compartimentation référe donc a la perte de perfusion sanguine secondaire a une
augmentation locale de pression dans un groupe musculaire non compliant (7, 45). Les
muscles impliqués se retrouvent a nouveau ischémiques, ce qui favorise la poursuite
la lyse cellulaire débutée par le syndrome d’écrasement (45). Une perte de la fonction

nerveuse locale survient également suite a cette augmentation de pression (47).
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1.2.6 Lésions pathologiques

Les trouvailles de nécropsie des vaches atteintes de SVT clinique ou induit
expérimentalement sont similaires (5, 42). Des zones musculaires ischémiques pales
et d’autres déchirées et hémorragiques sont localisées en portion haute des membres
pelviens (17, 37). L’observation de muscles déchirés et 'hémorragie légere a trés
sévere qui y est associée se limite a la portion médiale de la cuisse, ou se retrouvent
les muscles adducteurs (37, 42). La distribution des Iésions d’ischémie est
généralement irréguliére et disséminée dans les muscles impliqués (7, 17). De ce fait,
le syndrome de compartimentation n’explique pas entierement la physiopathologie du
SVT(17). Une décoloration et du tissu cicatriciel peuvent étre notés dans la portion du
nerf sciatique qui passe sur le grand trochanter du fémur (17, 42). Le méme type de
Iésion peut étre identifié sur le nerf péronéen (aussi nommeé le nerf fibulaire commun).
La Iésion sera alors localisée sur la portion latérale du grasset, la ou se situe la téte de
la fibula (51). Les Iésions présentes aux nerfs sciatique et péronéen semblent étre des
trouvailles plus significatives que d’impressionnantes Iésions musculaires d’ischémie
pour expliquer le décubitus secondaire lors de SVT(5, 7).

A T'histologie, Curtis a noté une dégénérescence de I'épithélium tubulaire rénal
chez plusieurs de ses cas de SVT (33).

Des lésions au muscle cardiaque ont été observées par certains chercheurs. A
'examen macroscopique, les découvertes les plus fréquentes d’'une équipe japonaise
ont été des zones focales péles et jaunatres disséminées a travers le myocarde
accompagné par un exsudat fibrineux localisé a I'épicarde (49). Chez les 13 vaches
holsteins incluses dans cette étude, I'examen microscopique a révélé une
dégénérescence myocardique multifocale aigué présente dans l'atrium, le ventricule
gauche et le septum interventriculaire (49). Des infiltrations cellulaires de type
monocellulaire ainsi que de la fibrose interstitielle a l'intérieur des zones nécrosées ont
aussi été notées parmiles cas de SVT ayant survécu plus de 3 jours aprés le début du
décubitus (n=5). Ce sont plutot des neutrophiles qui ont été remarqués dans les Iésions
nécrotiques détectées chez les vaches en décubitus depuis une a deux journées

(n=8)(49). Une équipe suédoise a aussi observé ce type de Iésions microscopiques
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chez 10 % des cas de SVT (défini par un décubitus prolongé suite a une hypocalcémie,
traitée par deux fois par calcithérapie, sans succes) soumis a un examen pathologique
(37). I semble donc qu’une proportion importante de vaches atteintes de SVT présente
des lésions myocardiques sans qu’'une maladie cardiaque primaire soit diagnostiquée.
D’autres Iésions pathologiques liées a I'étiologie primaire du SVT (mammite ou métrite
aigué, par exemple) peuvent aussi étre mises en évidence a la nécropsie. Ces lésions

ne seront par contre pas détaillées dans le cadre de ce mémoire.

1.2.7 Diagnostic

Déterminer la cause primaire la plus probable du décubitus est souvent une
chose peu évidente et laborieuse avec les moyens disponibles a la ferme (28). Une
anamnese détaillée, un examen clinique incluant un examen myoarthrosquelettique
méticuleux, une évaluation des électrolytes et des marqueurs d’intégrité musculaire
ainsi que les tests complémentaires appropriés (tableau Il) peuvent aider le médecin
vétérinaire a mieux cerner le diagnostic étiologique primaire et I'étendue des
dommages secondaires (43). Néanmoins, le pronostic peut changer rapidement
puisque ce syndrome est un continuum entre la cause primaire et les causes
secondaires (42). Un suivi rigoureux des cas de SVT est donc nécessaire afin d’ajuster

les soins mis en place suite a I'évolution de I'animal, mais aussi le pronostic (29).

1.2.8 Pronostic

La multitude de causes primaires au décubitus, I'évolution variable des lésions
musculaires et nerveuses secondaires chez les animaux atteints de SVT ainsi que
l'influence de leur environnement immédiat rendent I’émission d’un pronostic ardue (1,
10, 29). Toutes causes primaires confondues, les chances de rétablissement lors de
SVT restent limitées. Dans les années 80, un sondage réalisé au Minnesota aupres de
723 fermes laitiéeres mentionnait un taux de guérison de 33 % chez les animaux en
décubitus depuis plus de 24 heures, 23 % des animaux prenaient le chemin de

I'abattoir et 44 % des vaches atteintes mourraient ou étaient euthanasiées (38). Ce
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pourcentage de rémission est similaire a celui compilé dans une étude rétrospective
canadienne portant sur 82 cas de SVT (n=55/82, 67%). Par contre, les vaches
présentant une maladie systémique (ex.: mammite aigué) ou un vélage difficile, ainsi
que les taures, étaient exclues de cette étude (33). Les prochaines sections
s’attarderont sur différents facteurs pouvant influencer I'issue d’'un cas de SVT géré a
la ferme. Pour 'année 2004, Green a rapporté que plus de 80% des vaches laitiéres
non ambulatoires subiront une issue négative. Ces données provenaient de
questionnaires remplis par les producteurs laitiers dans le cadre du National Animal

Health Monitoring System Nonambulatory Dairy cattle Study (52).

1.2.8.1 Influence de la balnéothérapie sur le pronostic

Il est possible de référer un cas de SVT en hopital vétérinaire pour lui faire
bénéficier d’un traitement de balnéothérapie. Peu d’études se sont attardées a I'issue
des animaux ayant pu profiter de ces traitements en « piscine ». Des pourcentages de
succes de 37 a 90 % ont tout de méme été rapportés (36, 40, 41). La grande différence
entre ces taux de retour a un état ambulatoire s’explique par une sélection minutieuse
ou non des animaux qui séjourneront dans le systéme de flottaison. Une équipe
canadienne s’est récemment intéressée a l'utilisation du méme systéme de flottaison
directement a la ferme (36). Les cas de SVT inclus devaient étre alertes et ne pas
présenter de Iésions myoarthrosquelettiques détectables a I'examen physique. Leur
pourcentage de réussite final (animal capable de se lever et de se coucher
normalement dans les 7 jours suivants la derniére séance de balnéothérapie) a été de
50 %. lls se sont aussi intéressés a la durée du décubitus avant le premier traitement
de balnéothérapie. Plus ce délai était court, meilleures étaient les chances de guérison
(rapports de cote de 4.37 [ICos%: 4.34-4.40] du groupe <12 h vs =212 h)(36). A la lumiére
de ces données, il appert intéressant d’identifier les cas de SVT aux pronostics
sombres sans la présence de soins plus soutenus a la ferme, telle la balnéothérapie,

et ainsi référer ceux-ci rapidement.
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1.2.8.2 Durée du décubitus

Un décubitus de plus courte durée devrait logiquement résulter en un meilleur
pronostic et les données présentes dans la littérature vont dans ce sens. Andrews a
observé un taux de guérison d’environ 50 % aprés quatre jours de décubitus en utilisant
une définition de cas caractérisant des vaches atteintes de SVT alertes ([1] état mental
normal [2] sans réponse a deux calcithérapies [3] décubitus >24 h malgré examen
physique normal) (29). Lors d’'un sondage, les producteurs américains affirmaient que
prés de la moitié de leurs animaux ayant présenté un épisode non ambulatoire d’'une
durée de moins de six heures se rétablissait (10, 52), ce qui nous rappelle les résultats
de I'expérience de décubitus sous anesthésie de Cox (7).Un autre sondage américain
a utilisé un seuil de 24 heures de décubitus pour évaluer le pourcentage de guérison
des cas de SVT. Un tiers (32.9 %) des animaux non ambulatoires depuis <24 heures
redevenaient ambulatoires. Le pourcentage de guérison chutait a 8.2 % chez les SVT
au sol 224 heures (20). Une étude israélienne réalisée en contexte ambulatoire a
rapporté quant a elle une prévalence d’issue négative passant de 24 % a 81 % entre
le premier jour de décubitus et le quatriéme jour parmi les cas de SVT inclus dans leur
étude (15). L'issue négative de cette précédente recherche était décrite comme la mort
ou l'euthanasie de l'animal. Les conclusions d'une étude canadienne récente
s’intéressant a l'utilisation de la balnéothérapie en pratique privée chez 34 vaches
laitieres vont aussi dans ce sens(36). Les animaux dont le décubitus durait depuis
moins de 12 heures avant leur premiére séance de balnéothérapie présentaient les
meilleures chances d’issue positive (rapport de cote [OR]: 4.27, ICo5%: 4.34-4.40). Ce
risque allait en diminuant avec 'augmentation de la durée du décubitus (24 heures:
OR: 2.7 ; ICo5%: non disponible ; 36 heures: 1.7 ; non disponible ; 48 h: 1.02; 0,99-
1.05)(36).

1.2.8.3 Observation clinique de I’évolution de I’animal

La réévaluation de I'animal non ambulatoire au fil des jours est primordiale (10,
36). Le médecin vétérinaire ou le propriétaire doit alors déterminer si I'état de la vache

s’améliore ou non pour justifier la suite des traitements. Cette étape est subjective et
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I'est tout autant dans la littérature. Une vache classée comme un cas de SVT alerte est
jugée comme une bonne candidate a la guérison. La présence d’appétit, de tentatives
de relevé ou de reptation va aussi dans ce sens (4). Au contraire, un pronostic sombre
sera attribué a un animal qui n’essaie pas de se mouvoir, qui est ou devient anorexique,
abbatu et déshydraté, qui retourne en décubitus latéral malgré les repositionnements
ou qui présente des lésions myoarthrosquelettiques détectables (4, 33, 36). Sans
chiffrer son observation, I'équipe de Curtis affirmait que la fréquence cardiaque et

respiratoire des vaches en SVT augmentait avant leur mort (33).

1.2.8.4 Facteurs environnementaux

Lors de SVT, une partie de la guérison est ainsi attribuable a la vache atteinte.
Par contre, 'importance des facteurs environnementaux peut étre sous-estimée par les
gens qui s’occuperont de I'animal durant son épisode non ambulatoire. L’objectif des
soins mis en place doit étre de minimiser le développement des Iésions secondaires
citées précédemment. La motivation du producteur et de son personnel a s’investir
dans ces soins est indispensable (48). Le médecin vétérinaire doit s’assurer de bien
souligner I'importance de la litiere sur laquelle reposera I'animal non ambulatoire. Un
cas de SVT gardé sur une surface bétonné a peu de chances de redevenir ambulatoire
(43, 48). Une profonde litiere de sable ou de paille est a préconiser. Ainsi, le confort de
'animal sera maximisé et les traumas secondaires aux tentatives de relever seront
limités (17, 28, 48).

Le déplacement des animaux non ambulatoires est aussi un moment clé. La
traction de I'animal directement sur le sol a I'aide de cables attachés a celui-ci peut
causer des Iésions pouvant assombrir le pronostic de la condition (10, 36). L’American
Association of Bovine Practitioners (AABP) s’oppose d’ailleurs fortement a la pratique
de trainer 'animal sur le sol (appelée dragging en anglais)(23). Pour ce faire, 'utilisation
d’'un contre-plaqué sur lequel repose la vache était déja mentionnée dans les
années 80(17). Plus récemment, la compagnie québécoise Animal Skidder a adapté
un traineau utilisé par les chasseurs de gros gibiers pour son utilisation chez les bovins

adultes en décubitus(53).
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L’'usage du serre-hanche (pince de Bagshaw) peut occasionner des blessures
secondaires majeures nuisant au pronostic. Selon la littérature, il ne devrait étre utilisé
que pour de courtes périodes (10 a 15 minutes a la fois) et les pinces doivent étre bien
rembourrées (6, 31). Malgreé tout, les opinions sur l'utilisation du serre-hanche lors de
cas de SVT sont divergentes parmi les médecins vétérinaires.

Finalement, les soins de support minutieux favoriseront une évolution positive
lors de cas de SVT (36, 41). Ces soins sont exigeants pour le personnel impliqué (15,
29), mais encourageront le bien-étre de I'animal et possiblement l'issue de I'animal.
Parmi ceux-ci, notons la disponibilité d’'un « buffet » de nourriture appétente et d’'eau a
proximité, un repositionnement fréquent de I'animal, un nettoyage soutenu de la litiere,
une traite réguliére si 'animal est en lactation ainsi qu’une protection du soleil et des

intempéries (28, 36).

1.2.8.5 Indicateurs de lésions musculaires

Les dosages sériques de la créatine kinase (CK) et de [laspartate
aminotransférase (AST) sont fréequemment augmentés lors de SVT et sont utilisés par
les vétérinaires praticiens québécois pour les supporter dans leur prévision pronostique
lors de SVT. La premiére enzyme se retrouve dans les cellules des muscles cardiaques
et striés. Elle est une indicatrice spécifique et sensible de dommages musculaires chez
les animaux domestiques (54). Qu’elle soit cardiaque ou squelettique, une
augmentation de la valeur sanguine de CK indique donc une atteinte musculaire aigué.
Par contre, la demi-vie de cette enzyme est de seulement deux a quatre heures chez
les bovins (54, 55). Sa valeur retourne vers la normale dans les 12 a 24 heures suivant
un dommage musculaire ponctuel(55). Une valeur sérique de CK qui reste élevée
suggeére des lésions musculaires continues et actives(54, 55). En appliquant une
analyse statistique ROC sur les variables sériques obtenues de 262 cas de SVT,
Shipgel et son équipe ont établi des seuils optimaux pour chaque jour passé en
décubitus entre autres pour la CK. Le seuil général de la CK, tout jour de décubitus
confondu, pour déterminer une issue négative était de 2330 U/L (sensibilité, spécificite,

valeur prédictive positive et valeur prédictive négative : 63,89, 76 et 80%). La valeur
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critigue de CK a laquelle aucune vache n’a survécu était de 34 305 U/L (15). L’intérét
pronostique de ce biomarqueur ne fait pas 'unanimité et certains avancent que I'accent
devrait plutét étre mis sur I'AST (6, 12, 15).

L’AST est présente dans les muscles striés, le foie, les reins et les érythrocytes.
Son augmentation est donc moins spécifique aux dommages musculaires et doit étre
interprétée avec la valeur de la CK. L’association de ces 2 biomarqueurs est
intéressante vu la relache plus lente de I'AST suite a une insulte musculaire et sa
longue demi-vie sérique (56). La valeur sanguine de cette enzyme va en effet persister
lors de dommages musculaires secondaires au décubitus (6, 54).

Une étude australienne a déterminé des valeurs seuil de la CK pour chaque jour
de décubitus et une unique valeur seuil d’AST auxquelles 'animal géré a la ferme
présentait moins de 5 % de chances de rétablissement (12). Cette étude n’incluait par
contre que des animaux en période péripartum. Dans les années 2000, une étude
israélienne a reproduit des résultats similaires en appliquant les analyses statistiques
réalisées par I'équipe australienne (régression logistique) a ses propres données (15).
De son cété, cette étude incluait tout cas de SVT, qu’il soit alerte ou non. Dans les deux
cas, aucune mention des soins mis en place a la ferme n’était présente. Les résultats
de la régression logistique de ces 2 études sont présentés a la table Il et sont
similaires. L’équipe de Shpigel a de plus établi un seuil optimal d’AST a 171 U/L pour
une prévalence d’issue négative globale de 37% sur leur population a I'étude
(sensibilité, spécificité, valeur prédictive positive et valeur prédictive négative : 58,
94,85 et 80%)(15). La valeur sérique critique de 'AST a laquelle aucune vache n’a
présenté d’issue positive était de 694 U/L. L’'AST est donc plus intéressante,
lorsqu’utilisée seule, que la CK pour déterminer I'issue négative d’un cas de SVT. Bien
qu'utiles, les tests pour ces deux biomarqueurs demandent un délai d’analyse pour le
meédecin vétérinaire en pratique privée, qui varie d’'une région du Québec a l'autre. |l

est donc impossible d’avoir en main ces résultats au moment de la visite vétérinaire
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Tableau lll. Comparaison des résultats de régression logistique pour un seuil critique a 5% d’issue positive
sur les variables de créatine kinase et d’aspartate aminotransférase provenant de vaches atteintes de
syndrome vache a terre.

Shpigel et coll. 2003, n=262 Clark et coll. 1987, n=433
Durée du NO Valeur seuil de Valeur seuil NO Valeurs seuilde  Valeur seuil d’AST

décubitus (jr) (%) CK (U/L) d’AST (U/L) (%) CK (U/L) (U/L)
1 24 55 18 600
2 69 65 16 300

16 000 702 890
3 69 14 000

75

4 81 10 900

Jr :jour; NO : issue négative (mort ou euthanasie); CK : créatine kinase; AST : aspartate aminotransférase

Données tirées de «Value of measurements of the serum activity of creatine phosphokinase, aspartate aminotransferase
and lactate dehydrogenase for predicting whether recumbent dairy cows will recover» par Shpigel NY, Avidar Y et Bogin
E, 2003, The Veterinary Record, volume 152, pp773-776 ainsi que de «The ability of biochemical and haematological
tests to predict recovery in periparturient recumbent cows» par RG Clark, Henderson HV, Hoggard GK et coll. 1987, New

Zealand Veterinary Journal, volume 35, pp 126-13
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1.3 Importance du bien-étre animal lors de syndrome vache
a terre

Le bien-étre animal est un enjeu important pour notre société (10, 23). Le SVT
est une condition médicale bovine ou ce bien-étre est rapidement remis en question.
Malgré des rapports anecdotiques ou des vaches soient redevenues ambulatoires
aprés plus de 10 a 30 jours de décubitus (29, 33), il faut se rappeler que ces
rétablissements miraculeux ne sont pas la norme. De plus, I'investissement monétaire
en soins et en médicaments dans le traitement de ces cas lourds a la ferme demande
au médecin vétérinaire d’établir rapidement un pronostic aussi fiable que possible (10).
Il serait pergu comme inhumain de laisser un animal dépérir lorsqu’on peut d’emblée
savoir que ses chances de survie sont quasi nulles (10, 57). Une euthanasie
humanitaire peut parfois étre le seul traitement réaliste a envisager lorsque les chances
de récupérer sont minces et que la souffrance, la détresse et la douleur sont
identifiables chez I'animal affecté (3, 9, 10, 36, 57).

Or, aucun test objectif et rapide n’est actuellement disponible a la ferme pour
orienter le praticien. La présence d’hypoperfusion et la description de Iésions
myocardiques a la nécropsie dans la littérature lors de SVT nous invitent a considérer
la troponinémie (cTnl) et la I-lactatémie (LAC) comme de possibles marqueurs
pronostiques d’intérét. De plus, ces deux biomarqueurs peuvent étre évalués

directement au chevet de I'animal.
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1.4 La troponinémie

1.4.1 Isoformes de la troponine

Le complexe des troponines fait partie intégrante de I'appareil de contraction
musculaire chez les mammiféres (58). Composeé de trois sous-unités distinctes (les
troponines I, T et C), ce complexe est retrouvé uniquement dans les filaments fins
qui composent les sarcoméres des muscles striés (59).

La troponine C ne présente aucune différence entre ses isoformes
cardiaques et musculaires. Son dosage est donc non spécifique (60).

Bien que la troponine cardiaque T (cTnT) possede entre 6 a 11 acides
aminés différents de son isoforme squelettique, son dosage chez le bovin s’est
avéreé inutile. En effet, le seul test quantitatif disponible sur le marché dosantla cTnT
humaine s’est avéré peu sensible lors de la quantification de cTnT bovine (61, 62).

Quant a la troponine cardiaque | (cTnl), elle présente une homologie de 40 %
avec son isoforme squelettique (59). Cette différence permet donc de bien identifier
lisoforme cardiaque lors de dosage sanguin suite a des insultes aux cellules
myocardiques, méme en présence de dommages musculosquelettiques importants
(63). Une mention de la troponinémie dans la suite de ce mémoire fera référence a

la valeur sanguine de cTnl.

1.4.2 Physiologie d’une contraction musculaire cardiaque

Un schéma simple du rdle des troponines lors d’'une contraction musculaire
est présenté a la figure 2. Avant l'atteinte d’'un potentiel d’action, la troponine
cardiaque C (cTnC) est libre de tout calcium. La cTnl inhibe I'actomyosine ATPase
et prévient ainsi I'interaction entre la myosine et 'actine (58, 64, 65). Une fois le
potentiel d’action nécessaire a linitiation de la contraction musculaire atteint, la
concentration intracytoplasmique de calcium augmente (66). La liaison du calcium

a la cTnC entraine un changement de conformation du groupe
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troponines/tropomyosine/actine qui est contenu dans les filaments minces et
expose les sites de liaison de l'actine (65, 67). L'interaction entre l'actine et la
myosine est alors possible. Une fois lié, le filament épais d’ou provient la myosine
se raccourcit: la contraction musculaire a lieu. Le calcium est pompé a nouveau
dans le réticulum sarcoplasmique et la cTnl favorise la phase de relaxation

musculaire avant le prochain potentiel d’action.

Figure 2. Représentation d’'une contraction musculaire d’'un myofilament
cardiaque

#1: Potentiel d'action et
S Caz*

#4: Raccourcissement

du filament épais #2: cTnC-Ca?* |ié

#3: Changement de configuration
complexe tropomyosine-troponine-actine

*Myocyte cardiaque

cTnC: troponine cardiaque C; cTnl: troponine cardiaque |; RS: réticulum
sarcoplasmique. Inspiré de cvphysiology.com. Adapté et traduit avec I'autorisation
de Dr R. Klabunde.
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1.4.3 Cinétique de libération de la troponine | lors de dommage
cardiaque

La majorité de la cTnl est sous forme liée dans les sarcomeres des
cardiomyocytes et seulement 2 a 4 % de la cTnl est présente sous forme libre dans
le cytoplasme (58, 64). La nature, la durée et la progression d’une Iésion induite aux
cardiomyocytes influencent la cinétique de libération des troponines (60). Lorsqu’un
dommage aigu survient, cette libération se passe généralement en deux phases
(68). La premiére phase correspond a une augmentation de la perméabilité de la
membrane cellulaire qui permet la libération rapide du pool cytoplasmique de cTnl
(64, 68). Cette phase réversible est possible lors d’ischémie survenant durant un
épisode inflammatoire ou de toxicité. La seconde phase de libération est associée
a la nécrose des cardiomyocytes lésés. La libération du pool structurel permet la
libération sur plusieurs jours des cTnl liées (60, 63, 64, 68). Les cTnl qui se
retrouvent en circulation sanguine sont ainsi en maijorité sous forme de complexes
binaires ou tertiaires (60). La demi-vie plasmatique de la cTnl est évaluée a deux
heures chez 'homme (63, 64). Lors d’infarctus du myocarde, la concentration
sanguine de cTnl commencera a augmenter en 2 a 12 heures et sera a son
maximum en 18 a 24 heures (63, 64). Vu sa cinétique de libération, la cTnl sera
détectable jusqu’a 7 a 10 jours suivant l'infarctus (63, 68). La cTnl sanguine est
ensuite dégradée par le foie, le pancréas et le systéme réticulo-endothélial et est

excrétée par les reins (69).

1.4.4 Troponinémie sanguine normale

Des valeurs de référence ont déja été émises pour d’autres espéces a l'aide
de différents appareils. Un résumé ciblant les grands animaux est présenté dans le
tableau IV. Les valeurs sanguines de cTnl chez un humain ou un animal normal

sont basses, voire sous la limite de détection de certains tests utilisés (61, 70).
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Tableau IV. Valeurs de références de troponinémie chez les grands animaux
pour certains appareils portatifs

Valeurs de
i Appareil Nombre
Espéce Etude référence
utilisé d’animaux
(ng/ml)
Equin
— poulain  Slack et coll, 2005 Access 0,01-0,51 53S
— adulte Phillips, 2003 Dimension <0.04-0.11 208
Kraus et coll, 2010 i-STAT 1 0,0-0.06 83P
Bovin
—veau Peek et coll, 2008 Access 0,01-0,05 9s
—vache Varga et coll, 2009  ADVIA Centaur 0,01-0,07 308
Tnl-Ultra
Varga et coll, 2013 i-STAT 1 <0.02 30%
Alpaca
Blass et coll, 2011 i-STAT 1 < 0.02-0.07 238
Chevreuil
Boesch et coll, 2014 i-STAT 1 0,00-0.07 52 SH

SH: sang hépariné, P: plasma, S : sérum

1.4.5 Dosage de la troponinémie

1.4.5.1 Analyse de la troponinémie

L’homologie entre la cTnl humaine et la cTnl mammalienne est trés élevée
(tableau V) (59). Cette forte homologie permet d'utiliser les kits ELISA développés
en médecine humaine pour le dosage de la cTnl animale (59). Les premiers tests
ont été réalisés a la fin des années 80. Depuis, leur sensibilité analytique ainsi que
leur rapidité d’analyse se sont grandement améliorées (64, 71). Il est maintenant

possible de tester ce biomarqueur a I'aide d’appareils portatifs en quelques minutes
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au chevet des patients. La limite inférieure de détection varie d’un appareil a l'autre
(71, 72). L’absence de standardisation sur le type d’anticorps employé, les épitopes
visés sur la cTnl et de molécule indicatrice utilisée lors de 'ELISA rend hasardeuse
I'interprétation d’un test versus les résultats obtenus avec d’autres appareils. Tant
qu’il N’y aura pas standardisation parmi la panoplie de tests disponibles sur le
marché, il est recommandé d’établir un intervalle de référence pour chaque espéce
animale et pour chaque appareil utilisé (64, 71).

L’unité portative i-STAT 1 (Abaxis North America, Union City, CA) emploie un
ELISA a deux sites avec un anticorps monoclonal murin et un autre caprin dirigés
vers la cTnl humaine. Des anticorps spécifiques a la cTnl humaine sont présents
sur un capteur électrochimique fixé a une puce de silicium. Un conjugué
anticorps/phosphatase alcaline, spécifique a un épitope de la cTnl humaine, est
aussi présent sur cette puce. Au contact de I'’échantillon a analyser, le conjugué
d’enzymes s’y dissout. La cTnl de [I'échantillon est alors marquée par la
phosphatase alcaline et captée sur le capteur électrochimique. Un lavage retire
I'échantillon marqué de la puce ainsi que les enzymes non conjuguées. Un substrat
est présent dans le liquide de lavage et il est alors clivé par 'enzyme liée au
sandwich anticorps/cTnl de [I'échantillon/anticorps. Un produit détectable par
électrochimie est libéré. Le capteur mesurera ce produit dont la quantité sera
proportionnelle a la troponinémie de I'échantillon (73).

L’'usage de l'appareil portatif i-STAT 1 a été validée pour la détection de la
cTnl bovine en utilisant du sang, du plasma et du sérum (74, 75). Lors de Il'utilisation
de sang entier, il est recommandé d’utiliser un tube contenant du lithium hépariné
(74). Par contre, aucune étude ne s’est encore attardée a établir un intervalle de

référence chez la vache laitiere en début de lactation avec cet appareil.
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Tableau V. Homologie entre la troponine cardiaque animale par rapport a la
troponine cardiaque humaine

Animal Homologie rapportée
vache 96.4 %
souris/ rat 92.8 %
lapin 91.4 %
poulet 71.5 %

Données tirées de « Differential reactivity of cardiac and skeletal muscle from
various species in a cardiac troponin | immunoassay » écrit par O'Brien PJ, LandtY
and Ladenson JH, 1997, Clinical chemistry, volume 43, pages 2333-2338

1.4.5.2 Conservation de I'échantillon

Une fois en circulation, la cTnl sera sensible aux protéases sériques (58, 71).
L’effet de cette dégradation sur la troponinémie sera influencé par la taille des
complexes de troponines largués (cTnl liée ou libre)(76). Peu d’études se sont
attardées sur ce point critique, autant en médecine humaine qu’en médecine
vétérinaire (77). Une diminution significative de la cTnl sérique a été observée lors
d’entreposage a température ambiante ou a 4°C pour 48 heures chez les bovins
(75). La conservation et le délai d’analyse de I'’échantillon sanguin sont donc
importants au moment de l'interprétation des résultats. Ces constats ont incité une
équipe de recherche a recommander I'analyse des échantillons le jour méme ou
bien leur congélation a -20- (76). Par contre, cette évaluation a été faite sur un

sérum bovin auquel uniquement de la cTnl bovine libre, donc la moins stable, avait
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été ajoutée. La stabilité de la cTnl présente naturellement dans le plasma d’alpaga

a par ailleurs été validée pour une réfrigération de 24 heures a 4°C (78).

1.4.6 Hypertroponinémie

Les troponines cardiaques ont une sensibilité et une spécificité élevées pour
les dommages myocardiques aigus et leurs dosages sont désormais les tests de
choix lors de suspicion d’atteinte cardiaque en médecine humaine (63, 68, 79).
L’hypertroponinémie peut d’ailleurs étre de cause primaire cardiaque ou
extracardiaque. La médecine vétérinaire a suivi I'engouement pour ces
biomarqueurs et la troponinémie est de plus en plus utilisée (58, 60, 64).

Une hypertroponinémie a été détectée chez le cheval lors maladies
cardiaques naturelles (80, 81) et expérimentales (82), de coliques (83),
d’endotoxémie induite expérimentalement (84) et de choc septique (85). Chez le
bovin, une augmentation de la cTnl a entre autres été observée lors d’atteintes
cardiaques (86-90), de réticulopéritonite traumatique (90, 91), d’endotoxémie (92),
d’intoxication expérimentale au monensin (76), de fievre aphteuse (87), de

pneumonie suppurative chronique (90, 93) et de SVT en condition hospitaliere (94).

1.4.7 Valeur pronostique de la troponinémie

La troponinémie est maintenant reconnue comme la référence absolue en
meédecine humaine pour la détection d’infarctus myocardique (63, 64, 68). L’arrivée
de ce biomarqueur a modifié la définition de l'infarctus myocardique chez ’lhomme
et a permis d’augmenter la prévalence de diagnostic d’infarctus de 28 a 195 % selon
les seuils utilisés (95). Toute augmentation lors de condition pathologique cardiaque
est considérée comme anormale et est associée avec un risque de mauvaise
évolution a court ou long terme (64, 67). La valeur pronostique négative de ces
augmentations chez I'homme est bien décrite dans la littérature (63, 68, 96).
L’amplitude de I'augmentation de la troponinémie peut nous aider a identifier les

patients qui bénéficieraient de thérapies plus agressives (64, 97). La médecine
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vétérinaire commence a s’intéresser a ce biomarqueur. Cette section s’attardera

uniquement a la littérature dédiée aux grands animaux.

1.4.7.1 Valeur pronostique de la troponinémie chez le cheval

Quelques études seulement sont présentes dans la littérature concernant la
valeur pronostique de la troponinémie chez les chevaux et elles ont toutes eu lieu
en milieu hospitalier. L'une d’elles a démontré qu’un cheval en colique était 4.17 fois
plus a risque d’issue négative s’il présentait une cTnl sanguine supérieure a
0.1 ng/mL a son admission (98). Cette hypertroponinémie était significativement
associée a I'hyperlactatémie et a la mortalité lors de colique. Les auteurs ont émis
'hypothése que I'endotoxémie secondaire aux Iésions intestinales pourrait
expliquer les dommages myocardiques provoquant cette augmentation de la cTnl
(98).

Une autre étude a ce sujet a pour sa part démontré que la cTnl pourrait étre
un indicateur précoce d’issue négative suite aux chirurgies d’urgence pour abdomen
aigu. En effet, les chevaux ayant eu un dosage de la cTnl >0.06 ng/mL lors de leur
admission était 38 fois plus a risque (ICgs5%: 3.35- 438.83) de mourir par rapport a
ceux ayant eu une valeur normale (83). De plus, la troponinémie médiane de tous
les chevaux non survivants était augmentée a tout moment en période
postopératoire (12, 24, 48 et 72 heures) par rapport aux survivants (83).
L’explication avancée pour cette augmentation serait I'apparition en circulation de
divers facteurs inflammatoires provenant des intestins ischémiques (83, 99). La
libération de facteurs inflammatoires semble donc jouer un réle prédominant dans
'augmentation de la troponinémie sanguine lors d’ischémie intestinale chez le

cheval.

1.4.7.2 Valeur pronostique de la troponinémie chez le bovin

Chez les bovins, il a été observé que la cTnl pouvait étre augmentée lors de
différentes conditions pathologiques cardiaques et extracardiaques (76, 90). Une
étude prospective en milieu hospitalier ayant utilisé le i-STAT 1 a regroupé 50

animaux atteints de diverses maladies de production. Les vaches ayant eu une
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issue négative (mort ou euthanasie, n=27) avaient une troponinémie sérique
significativement plus élevée (médiane; étendue interquartile; maximum:
0.08 ng/mL; 0,03- 0.29 ng/mL ; 26.8 ng/mL) que les vaches ayant survécu(n=23,
médiane; étendue interquartile; maximum: 0.03 ng/mL; 0,01- 0.08 ng/mL;
2.48 mg/mL)(P<0.303)(94). En fait, les animaux ayant présenté une troponinémie
>0.05 ng/mL étaient 2.4 fois(ICes5%: 1.1- 7.3) plus a risque d’issue négative que les
animaux présentant une troponinémie <0.02 ng/mL. Le groupe d’animaux ayant
présenté un décubitus malgre les traitements visant les déséquilibres électrolytiques
(n=8, dont 7 issues négatives) a obtenu les troponinémies les plus élevées de
l'étude (médiane; minimum-maximum: 1.70 ng/mL; 0,15- 27.00 ng/mL). Des
Iésions de myocardite, d’endocardite et de péricardite ont été observées a la
nécropsie chez deux des quatre vaches nécropsiées souffrant de SVT (94).

Une nécrose du myocarde a par ailleurs été observée chez des vaches
laitieres hypocalcémiques a terre en période péripartum (49, 50). De plus, ces
animaux présentant des frémissements et un ralement ne répondaient pas, eux
aussi, aux traitements prodigués (49, 50).

L’étendue des lésions myocardiques a été corrélée avec 'augmentation de
la concentration sérique des cTnl lors d’'une intoxication expérimentale au monensin
(76). Dans cette derniére étude, les lésions de nécrose myocardique étaenit

détectables a I'histopathologie lorsque la troponinémie> 1.04 ng/mL.

La littérature concernant la troponinémie chez les équins et les bovins existe
en faible quantité. Les résultats préliminaires de Varga et coll.(2013) portent a croire
que la troponinémie pourrait étre un indicateur pronostique lors de SVT chez la
vache laitiere (94). Les effets d’ischémie-reperfusion secondaires aux syndromes
d’écrasement et de compartimentation, dont la mise en circulation de différents
facteurs inflammatoires et un déséquilibre entre I'offre et la demande en oxygéne
du muscle cardiaque, pourraient favoriser I'apparition de |ésions myocardiques

durant le SVT. La libération de cTnl serait ainsi favorisée.
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L’offre d’appareils portatifs sur le marché nous permet désormais de mesurer
la cTnl a la ferme. L'étude préliminaire de Varga et coll.(2013) comportait un trés
petit nombre d’individus atteints de SVT (94). De plus, linférence entre une
population hospitaliere et une population ambulatoire est rarement possible. Une
étude approfondie sur un plus grand nombre de cas de SVT est donc nécessaire
pour déterminer si la troponinémie peut aider le médecin vétérinaire praticien dans
I'émission d’un pronostic rapide et précis lors de la prise en charge de ce type de

cas a la ferme.
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1.5 La L-lactatémie

1.5.1 Lactate et ses isomeéres

L’acide lactique peut étre produit sous deux isomeéres chez le bovin. Le D-
lactate est créé lors de la fermentation bactérienne des hydrates de carbone
transitant dans le tractus digestif (53). Ce métabolite peut alors se retrouver dans la
circulation sanguine systémique et causer une acidose métabolique. Une
augmentation de sa valeur sanguine est possible pendant une acidose ruminale
suivant une surcharge en grain ou encore lors de diarrhée néonatale (100). Par
contre, aucune méthode de dosage de la D-lactatémie au chevet de I'animal n’est
actuellement offerte (73).

Il en va autrement pour le L-lactate (LAC), qui est un dérivé de la respiration
cellulaire anaérobique chez les mammiferes. Il est intéressant de noter que certains
organes produiront tout de méme du LAC en situation aérobique (101). Les
références a la lactatémie présentes dans ce mémoire porteront uniquement sur la

L-lactatémie.

1.5.2 Métabolisme du L-lactate

Un schéma de la respiration cellulaire est présenté a la figure Ill. La glycolyse
est la premiére étape menant a la production d’énergie cellulaire. A la fin de cette
séquence de 10 réactions, chaque molécule de glucose est transformée en 2
molécules de pyruvate et produit 2 molécules d’adénosine triphosphate (ATP)(102).
La glycolyse n’exige pas d’oxygéne pour avoir lieu. La présence ou non d’oxygéne
guidera la voie métabolique qui sera employée par la suite. Durant la respiration
cellulaire aérobique, le pyruvate peut entrer dans les mitochondries pour participer
au cycle de Krebs. C’est la voie métabolique qui est la plus rentable: 36 molécules
d’ATP sont créées par molécule de glucose transformée (102). Au contraire, le

pyruvate n’arrive plus a entrer dans les mitochondries pendant la respiration
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cellulaire anaérobique pour subir la décarboxylation oxydative (103); la production
d’énergie passe alors par la bioconversion du pyruvate en lactate (102). Cette
réaction ne crée que 2 molécules d’ATP par molécule de glucose métabolisée.
Certaines cellules, comme les globules rouges, sont des producteurs obligatoires
de lactate. En effet, ces cellules ne possédent pas les mitochondries et les enzymes
nécessaires pour métaboliser le pyruvate (104).

Le foie, les reins et le myocarde ont |la capacité de reconvertir ce LAC en pyruvate
en recourant a 'enzyme lactate déshydrogénase (105). Ce retour du pyruvate dans
le foie permet alors d’utiliser la voie métabolique la plus efficace pour la production
d’énergie, soit le cycle de Krebs, ou encore de participer a la gluconéogenése via
le cycle de Cori. Ce processus est par contre saturable et un état d’hyperlactatémie
peut rapidement s’installer (105). De plus, les mémes organes impliqués dans la
reconversion du LAC en pyruvate peuvent devenir producteurs de lactate lors
d’hypoperfusion liée a une situation de choc (102, 103). Le rétablissement de la

perfusion tissulaire est donc primordial dans ces conditions (102).
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Figure 3. Schéma simplifié de la respiration cellulaire.

En présence d’oxygene, la production énergétique a lieu dans les mitochondries via le cycle de Krebs. Lors d’absence d’'oxygéne,
le pyruvate est alors détourné vers la production de lactate. Cette production d’énergie cellulaire s’effectuera a ce moment dans le

cytosol. NADH, nicotinamide adenine dinucleotide; NAD+, forme oxydée du NADH ; acétylCoA, acétylcoenzyme A; CO2, gaz

Adaptation et traduction d’une figure tirée de « Lactate in veterinary critical care : pathophysiology and management » écrit par D.S.
Pang et S. Boysen, Journal of the American Animal Hospital Association, volume 43, p. 272. © American Animal Hospital

Association (2007). Reproduit avec permission
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1.5.3 Dosage de la lactatémie

1.5.3.1 Préléevement de I’échantillon

Le site de prélévement influence Iégérement la valeur de la lactatémie (106,
107). Par contre, cette différence n’est pas cliniquement significative (107).
L’interprétation de la valeur obtenue ne sera donc pas influencée par le site de
prélévement (108). Comme la lactatémie augmente lors d’activité musculaire, il est
important d’effectuer la prise de sang sur un animal calme. La lactatémie peut en
effet augmenter en réponse au stress, a une blessure ou a une contention excessive
(104). Une occlusion prolongée de la veine ou le prélévement est réalisé peut aussi
occasionner une légere augmentation de la lactatémie non reliée a la condition de
'animal (103). Le moment ou le prélévement est effectué doit aussi étre pris en
considération. |l est effectivement préférable de procéder avant l'instigation de tout

traitement, particuliérement lors de fluidothérapie (109).

1.5.3.2 Conservation de I’échantillon

Nous avons déja mentionné que les érythrocytes sont des producteurs
obligatoires de LAC. Si l'analyse sanguine n’est pas possible dans les 5 a 10
minutes suivant la prise de sang (103, 109, 110), il est impératif de limiter la
production érythrocytaire de LAC. En effet, celle-ci peut augmenter de 20 % par
heure lorsque I'’échantillon est conservé a une température de 25°C (110). Un autre
investigateur notait plutét une augmentation aléatoire, mais considérable, de la
lactatémie, méme sur de courtes périodes (111). Une fagon de limiter I'effet d’'un
délai d’analyse est d’utiliser un tube contenant du fluorure de sodium et/ou d’oxalate
de potassium. Ces combinaisons de sels inhibent le cycle de la glycolyse (103, 112).
La réfrigération a 4°C (103) ou encore la séparation du plasma des globules rouges

par centrifugation sont aussi des options envisageables (103).
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1.5.3.3 Analyse de la lactatémie

La lactatémie peut se mesurer par deux techniques, soit 'ampérométrie
enzymatique et la spectrophotométrie enzymatique. La premiére technique est
utilisée dans les appareils a gaz sanguins. Le lactate contenu dans I'échantillon est
alors converti en pyruvate et en peroxyde d’hydrogéne par I'enzyme lactate
oxydase. Le peroxyde d’hydrogéne est oxydé sur une électrode. Le courant produit
est proportionnel a la concentration de lactate de I'’échantillon (108). Plusieurs
appareils portatifs utilisent cette technique, dont le i-STAT-1® (Abaxis, Union City,
CA, USA) et le Lactate Pro® (Akray, Japon). L’analyse devrait s’effectuer
rapidement sur du sang entier. Par contre, I'emploi d’'un tube hépariné est
recommandé si I'analyse a lieu plus tard (108). Les tubes contenant du fluorure de
sodium ou du citrate de sodium sont déconseillés avec cette technique. Il a été
observé que ces anticoagulants interféraient avec la mesure du LAC (108).

La spectrophotométrie est la seconde méthode utilisée. Le LAC est encore
une fois converti en pyruvate par 'enzyme lactate oxydase. Cette fois-ci, c’est la
nicotinamide adénine dinucléotide (NADH) qui est détectée dans I'’échantillon.
L’absorption spectrophotométrique du NADH est proportionnelle a la concentration
de lactate de I'échantillon. L’Accutrend® (Roche Diagnostics, Bale, Suisse) et
I'Accusport® (Boehringer, Mannheim, Allemagne) sont des appareils portatifs qui
utilisent cette méthode. Advenant le cas d’'une analyse rapide, un tube d’héparine
de lithium devrait étre utilisé lors du prélevement. Si I'analyse est retardée, il est
recommandé d’utiliser un tube de fluorure de sodium ou de citrate de sodium (110).

Plusieurs études ont montré de bonnes corrélations entre les valeurs de
lactatémies obtenues par les appareils portatifs et les valeurs obtenues selon les
méthodes de référence chez différentes espéces (113-115). Les valeurs de
lactatémie étaient ainsi considérées fiables. Des conclusions similaires ont été
tirées chez le bovin (116, 117). Bien que les mesures de lactatémie chez le bovin
aient été rapportées un peu moins fiables (116, 117), l'utilisation d’'un appareil

portatif mesurant la lactatémie a la ferme est une avenue prometteuse.
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1.5.4 Lactatémie sanguine normale

Vu la présence d’une multitude d’appareils dosant le LAC sur le marché et
I'effet potentiel du stade physiologique (nouveau-nés, adultes, athlétes, lactation)
sur la production basale de lactate, il est préférable et recommandé de déterminer
un intervalle de référence pour chaque appareil utilisé et pour chaque population
visée.
Quant a 'homme, sa lactatémie basale est inférieure a 1 mmol/L (101). Les valeurs

de base chez les bovins et les équins adultes sont similaires et présentées dans le

tableau VI.
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Tableau VI.

Valeurs sanguines basales de lactatémie rapportées dans la

littérature
Catégorie Etudes Appareil utilisé Intervalle
(mmol/L)
Bovin
Veaux, 3-4 jrs Constable et coll. 1997  Sigma (Sphoto) 0.6-1.38H
Vaches taries Constable et coll. 1997 Sigma (Sphoto) 0.6-1.45H
Vaches <60 JEL Figueiredo et coll. i-STAT 0.3-1.551
2006
Equins
Poulain, 12 hd’age Castagnetti et coll  [actate Scout 1.5-4.1SE
2010
Poulain, 24 hd’age Castagnetti et coll [ actate Scout 1.3-2.9SE
2010
Poulain, 48 h d’age Castagnetti et coll [ actate Scout 1.1-1.7SE
2010
Poulain, 72 h d’age Castagnetti et  Lactate Scout 1.2-2.6SE
coll 2010
Poulain, 2-8 sem  Lumsden et coll 1980 S.0. (Sphoto) 0.9-1.65SE
Adultes Williamson et coll. Accusport <0.7SE

1996

JEL: jour en lait; S.0O.: sans objet ; Sphoto: spectrophotométrie ; SH, sang hépariné,

SE: sang entier et fluoride de sodium ; sem : semaines.
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1.5.5 Hyperlactatémie et acidose lactique

L’hyperlactatémie humaine se présente comme une augmentation légére a
modérée (2 a 5 mmol/L) du LAC sans acidose métabolique. L’acidose lactique
correspond a une augmentation sévére et persistante de la lactatémie (>5 mmol/L)

entrainant alors une acidose métabolique (101).

1.5.5.1 Définitions et pathophysiologie

La lactatémie sanguine résulte d’'un équilibre entre la perfusion tissulaire et
'oxygénation adéquate des tissus et le métabolisme du LAC. Il y aura acidose
lactique lorsque la production du LAC dépasse son utilisation (101). Un organisme
peut se retrouver en état physiologique d’hyperlactatémie lors d’une activité
musculaire exigeante ou de tremblements (118). Un retour a une oxygénation
normale des tissus permettra a la respiration cellulaire aérobique de reprendre son
cours. Le LAC produit durant la précédente période anaérobique sera métabolisé
dans le foie et dans les reins ; I'hnyperlactatémie ne sera alors que transitoire (119).
Par contre, un état pathologique peut amener I'organisme en acidose lactique
lorsque les mécanismes de compensation sont épuisés (103).

L’hyperlactatémie peut étre divisée en type A ou en type B (tableau VII). Les
hyperlactatémies de type A surviennent lors d’'un déficit relatif ou absolu en oxygéne
(103, 104). Celles de type de B se produisent plutdt en présence d’'une oxygénation
normale des tissus et sont subdivisées en 3 classes (103, 104). Les deux types
d’hyperlactatémies peuvent coexister chez certains patients, dont ceux en
septicémie (104).

Une mauvaise perfusion tissulaire locale ou systémique menant a 'hypoxie
tissulaire est la cause la plus fréquente d’augmentation de la LAC (104, 105, 120).
Elle entraine une augmentation de production de LAC, mais aussi une diminution
de Il'utilisation de celui-ci par le foie, qui devient lui-méme producteur de LAC dans
ses conditions (101). La déshydratation, le choc, I'endotoxémie ainsi que
I'hypoperfusion locale (114, 121, 122) sont tous des causes possibles de perfusion
tissulaire inadéquate pouvant amener une augmentation de la lactatémie

plasmatique.
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La persistance de I'hyperlactatémie suite a la stabilisation d’'un patient peut
s’expliquer par un volume intravasculaire inadéquat, une restauration de la

perfusion tissulaire insuffisante ou un métabolisme énergétique inadéquat (123).
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Tableau VIl. Mécanismes entrainant une acidose lactique de type A ou de type B et leurs causes connues.

Type A

Acidose lactique

Type B

Apport inadéquat en T de la Utilisation inadéquate Ap’omalles s:onge_nltales Médicaments et
demande en ) reliées au métabolisme du - - Autres
(0)) de I’O2 produits toxiques
02 lactate
Perte sanguine Exercice Syndrome de la réponse Encéphalomyopathie Ethyléne Acidose
Choc cardiogénique inflammatoire systémique mitochondriale avec acidose D-lactique
Choc hypovolémique Convulsions lactique et syndrome de choc Propyléne glycol
Choc septique Tremblements Septicémie Cathécholamines
Anémie importante Insuffisance rénale Cyanure
Hypoxie importante Diabéte mellitus Monoxyde de carbone
Empoisonnement au Néoplasme Strychnine
monoxyde de carbone
Nutrition parentérale Salicylates
Déficience en thiamine Nitroprusside
Bicarbonate
Halothane
Acétaminophéne
Terbutaline

Charbon activé

O2: oxygéne. Les conditions susceptibles d’étre présentes lors de cas de SVT ont été mises en caractéres gras.

Adaptation et traduction d’un tableau tiré de « Lactate in veterinary critical care : pathopysiology and management » écrit par D.S.

Pang et S. Boysen, 2007, Journal of the American Animal Hospital Association, 43, p. 273-274. © American Animal Hospital

Association (2007). Reproduit avec permission.
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1.5.6 Valeur pronostique de la lactatémie

La valeur pronostique de la lactatémie a été démontrée lors de plusieurs
conditions pathologiques rencontrées en situation d’urgence, tant en médecine
humaine que vétérinaire. L’hyperlactatémie est associée a une augmentation de la
morbidité et de la mortalité dans les unités de soins intensifs humaines et équines
(99, 104). La fréquence des mesures de lactatémie sera abordée dans un premier
temps et la valeur pronostique de cette derniére chez les especes équine et bovine

suivra.

1.5.6.1 Fréquences des mesures de la lactatémie

I a été montré encore récemment qu’il était possible d’obtenir une
information grace a la lactatémie en réalisant une évaluation ponctuelle (124, 125).
Ainsi, les poulains admis en soins intensifs de néonatalogie et qui meurent durant
leur hospitalisation avaient une lactatémie plus élevée lors de leur admission que
les poulains survivants (106, 112, 126). Un seuil de > 5.0 mmol/L a 'admission en
soins intensifs été avancé pour prédire la non-survie de poulains (108). Par contre,
des poulains ayant eu une lactatémie supérieure a ce seuil ont tout de méme
survécu. L'auteur proposait donc d’utiliser ce seuil pour ouvrir la discussion avec les
propriétaires sur le pronostic et les colts associés a la gestion des poulains
nécessitant des soins intensifs. Cet exemple illustre aussi le fait que les étendues
de valeurs de lactatémie entre les survivants et les non-survivants peuvent se
chevaucher ce qui peut limiter sa valeur pronostique (104). L’évaluation ponctuelle
de la lactatémie ne fait donc pas I'unanimité puisque c’est un processus dynamique
qui peut évoluer dans le temps (104). Des mesures répétées permettront d’évaluer
la gravité de la maladie, de vérifier la nécessité d’un traitement rapide et agressif
ainsi que d’observer la réponse au traitement du patient (106, 109, 112, 123, 126).
Un retour rapide a la normolactatémie était entre autres le meilleur indicateur de

survie chez 'humain lors de choc septique et de septicémie sévere (99).
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1.5.6.2 Valeur pronostique chez le cheval

La valeur pronostique de la lactatémie a été particulierement étudiée chez le
cheval en colique. Plusieurs études s’entendent pour affirmer que I'’hyperlactatémie
est un outil utile pour prévoir la survie lors de colique (127-130). Plus la lactatémie
est élevée lors de 'admission en centre hospitalier, plus les chances de survie sont
faibles (131). Encore une fois, bien que la valeur ponctuelle de lactatémie ait un
intérét pronostique, des études plus récentes confirment que la persistance d’un
état d’hyperlactatémie ou un retour lent a la normolactatémie présente une valeur

pronostique négative plus juste (109, 129, 132).

Bien qu'il ait été proposé de viser une diminution de 30 a 40 % dans les 4 a
8 heures suivant I'admission en centre hospitalier (132), la vitesse optimale de
retour a la normolactatémie est inconnue (104). Chez des chevaux diagnostiqués
avec un volvulus du cdlon, la lactatémie moyenne était de retour a la normale en 24
heures suivant la correction chirurgicale chez les survivants (0.96 +0.06 mmol/L) et
demeurait élevée chez les non-survivants (3.24+2.08 mmol/L)(129). Une étude
prospective incluant 250 chevaux vus en urgence en centre hospitalier a montré
que la lactatémie était significativement plus élevée a tout moment de
I'hospitalisation chez les chevaux non survivants (109). D’ailleurs, un rapport de
cote de non-survie allant de 1.29 (ICo5%: 1.17-1.43) a 49.9 (ICos5%: 6.47-384.82) pour
chaque 1 mmol/L d’augmentation respectivement a 'admission et a 72 heures post
admission a été calculé (109). Le dosage répété de la lactatémie est donc un
indicateur pronostique lors de colique chez le cheval. Par contre, cette fagon de

procéder est peu pratique pour le médecin vétérinaire en pratique ambulatoire.

1.5.6.3 Valeur pronostique de la lactatémie chez le bovin

Quelques études ont mis en évidence une association entre
'hyperlactatémie et une issue négative chez les bovins. Ces études se sont
intéressées principalement a la valeur pronostique de la lactatémie lors de

problémes respiratoire et digestif.
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Une étude portant sur 109 veaux de boucherie atteints de
bronchopneumonie et référés en centre hospitalier a permis d’établir qu’une
lactatémie supérieure a 4.0 mmol/L était un indicateur fiable de mortalité dans les
24 heures suivant le prélévement sanguin (133). Plus recemment, I'équipe de Nagy
a aussi confirmée que la lactatémie était augmentée chez des veaux laitiers en
pneumonie mourant dans les 24 heures (moyenne; 2.8+1.1 mmol/L, n=35) suivant
la prise de sang par rapport a ceux vivant plus de 24 h (1.3£0.5 mmol/L, n=7)(134).
La mesure de la lactatémie lors de bronchopneumonie est ainsi intéressante
économiquement puisqu’elle permettrait aux médecins vétérinaires et aux éleveurs
de cesser les traitements précocement sur les animaux ou un pronostic fatal est
émis (133, 134).

L’intérét pronostique de lactatémie en préopératoire lors de volvulus de
caillette a été étudié a plusieurs reprises. Uniguement les résultats des deux plus
récentes études seront discutés ici. La lactatémie augmente en fonction de la
gravité de l'ischémie et de la déshydratation de I'animal (135). L’hyperlactatémie
peut étre secondaire a une augmentation du métabolisme anaérobie, lui-méme di
a une hypovolémie et a une diminution de la perfusion tissulaire périphérique (120,
136). Lors de volvulus de la caillette, 'apport vasculaire a celle-ci est compromis. I
se développe alors une hypoperfusion locale de la caillette qui favorise le
métabolisme anaérobie et la production de LAC qui y est associée (125). Il a ainsi
été déterminé que les animaux en volvulus de la caillette avaient une lactatémie
plus élevée (3.8 £2.9 mmol/L) que la valeur de référence des bovins en santé (0.6-
1.4 mmol/L)(136). Les vaches en volvulus ou en dilatation de caillette ont présenté
des lactatémies médianes et moyennes (respectivement 4.8 et 4.1 mmol/L) plus
élevées que les vaches présentant un déplacement de caillette a gauche (médiane:
2.0 mmol/L ; moyenne: 1.2 mmol/L)(122, 125). La lactatémie est un bon indicateur
pronostique lors de problémes de caillette a droite en milieu hospitalier d’aprés une
étude récente. Les animaux ayant une mauvaise évolution dans les 30 jours suivant
leur chirurgie correctrice présentaient des lactatémies médianes (médiane, étendue

interquartiles: 5.9 mmol/L, 4.9-9.3 mmol/L) plus élevées que celles des animaux
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ayant eu une issue positive aprés la méme période (3.2 mmol/L, 2.0-5.8
mmol/L)(125). Récemment, une étude prospective en milieu ambulatoire a montré
qu’'une lactatémie préchirurgicale supérieure a 6.0 mmol/L était associée a un
risque plus élevé d’issue négative (réforme ou euthanasie) dans les 30 jours suivant
la correction chirurgicale du probléme de caillette a droite (124). Il est intéressant
pour le médecin vétérinaire en pratique ambulatoire de voir que de telles

conclusions se sont dégagées d’une mesure ponctuelle de la lactatémie.

Cette revue de littérature portant sur la lactatémie met en évidence I'absence
d’études s’intéressant a la valeur pronostique de la lactatémie lors de SVT. Par
contre, nous savons que la lactatémie peut nous renseigner sur la perfusion
tissulaire et sur le degré d’ischémie cellulaire présent lors d’une condition
pathologique. Nous avons aussi pu noter que I’hypoperfusion locale peut influencer
la valeur sanguine de lactatémie. Les problémes digestifs équins et bovins, ou un
état d’hypoperfusion est présent localement, ont été associés a des issues
négatives lorsque la lactatémie était augmentée. Les syndromes d’écrasement et
de compartimentation lors de SVT provoquent eux aussi une hypoperfusion locale
et une ischémie cellulaire. Comme I'hypoperfusion est un point commun de ces
pathologies, il est possible que la lactatémie puisse nous informer sur I'issue des
SVT.

La validation d’appareils portatifs mesurant la lactatémie chez les bovins
nous ouvre la porte a un test complémentaire rapide, peu dispendieux et prometteur
a la ferme. Une étude est par contre nécessaire pour déterminer la valeur

pronostique d’un tel biomarqueur lors de SVT.
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Hypothéses et objectifs de I’étude

Notre hypothése de recherche était que la présence d’ischémie musculaire
secondaire aux dommages de compression existants lors de cas de SVT
favoriserait un état d’hypoperfusion systémique (ou a tout le moins local) et
'apparition de Iésions myocardiques qui seraient détectables par 'augmentation
de la lactatémie et de la troponinémie sanguine. Nous postulons de plus que ces
augmentations au-dela d’'un certain seuil seraient liées a une issue négative pour

I'animal atteint.

Notre objectif principal consistait donc a évaluer la valeur pronostique de
ces deux biomarqueurs chez les vaches laitiéres atteintes de syndrome vache a
terre directement a la ferme.

Une retombée secondaire de cette étude était de présenter aux producteurs

un pronostic qui serait a la fois plus rapide et plus objectif lors de SVT.

Comme aucun intervalle de référence de cTnl n’avait été rapporté pour
I'utilisation de I'appareil portatif i-STAT 1 chez la vache laitiére en début de

lactation, nous avons réalisé une étude préliminaire.
Notre hypothese était que la cTnl sanguine chez ces vaches laitiéres saines

a 'examen clinique et a I'échocardiographie serait prés des limites inférieures de
détection du test utilisé.
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Abstract

Background: Cardiac troponin | (cTnl) has been shown to be an accurate predictor
of myocardial injury in cattle. The point-of-care (POC) i-STAT 1 immunoassay can
be used to quantify blood cTnl in cattle. However, the cTnl reference interval in
whole blood of healthy early lactating dairy cows remains unknown.

Objective: To determine a blood cTnl reference interval in healthy early lactating
Holstein dairy cows using the POC analyzer i-STAT 1.

Methods: Forty healthy lactating dairy Holstein cows (0-60 days in milk) were
conveniently selected from four commercial dairy farms serviced by the bovine
ambulatory clinic of the Université de Montréal (St-Hyacinthe, Qc). Each selected
cow was physically examined by a veterinarian and echocardiographed using a
transthoracic approach. A cow-side blood cTnl dosage was also performed. A
bootstrap statistical analysis method using unrestricted resampling was used to
determine a reference interval for blood cTnl values.

Results: Forty healthy cows were recruited in the study. Median blood cTnl was
0.02 ng/ml (minimum: 0.00, maximum: 0.05). Based on the bootstrap analysis
method with 40 cases, the 95™ percentile of cTnl values in healthy cows was 0.036
ng/mL (90 % CI: 0.02 to 0.05 ng/mL).

Conclusions: A reference interval for blood cTnl values in healthy lactating cows
was determined. Further research is needed to determine whether cTnl blood
values could be used to diagnose and provide a prognosis for cardiac and

noncardiac diseases in lactating dairy cows.
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Introduction

The diagnosis and prognosis of cardiovascular diseases are challenging in dairy
practice.” In fact, clinical signs of these diseases are neither sensitive nor specific
to predict the outcome until heart failure occurs." The availability of on-farm
diagnostic tests is also very limited." Any diagnostic tool that could be used on farms
would be of interest for veterinarians in order to confirm or exclude myocardial injury.
The troponin complex consists of three regulatory proteins (C, | and T) that are
specific to muscle contraction in skeletal and cardiac muscle.? Cardiac troponin |
(cTnl) and cardiac troponin T (cTnT) are isoforms that are expressed exclusively by
cardiac myocytes and have been shown to be useful indicators of myocardial injury.?
Cardiac troponin | has an amino acid sequence that shows more than 96%
homology between bovine and humans.® Hence, it is possible for veterinarians to
use already existing human cTnl analysis kits.>3 For example, the-point-of-care
(POC) i-STAT 12 immunoassay uses a two-site ELISA with one caprine and one
murine monoclonal antibody directed against human cTnl; it was shown to be
capable of detecting bovine cTnl.#® This test was developed for humans but has
also been previously validated in cattle using blood or plasma samples* and serum
samples.® With this test, the human-specific antibodies for cTnl are fixed on a silicon
chip which also contains alkaline phosphatase enzyme conjugate (which is specific
to cTnl). This enzyme will be dissolved upon contact with the sample and will bind
any cTnl in the sample. The labeled cTnl will then be fixed to the human-specific
antibodies, after which the chip will be rinsed with a wash solution containing a

specific substrate for alkaline phosphatase. The substrate, in contact with fixed
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alkaline phosphatase, will then be cleaved in an electrochemically-detectable
product which is proportional to the cTnl concentration.®

Assessment of the blood concentration of cTnl in healthy animals using the-point-
of-care (POC) /-STAT 1 immunoassay has been reported recently in adult cows
using serum samples® and in calves.* Unfortunately, no reference interval was
mentioned; only the observed values were presented. The observed values in
serum samples were lower than 0.02 ng/mL in 30 cows of different breeds (Jersey
and Holstein) and in different physiological statuses (20 lactating cows, 10 dry
cows).5 In 28 healthy Holstein 2.5 month old calves, the observed value ranged from
0.00 to 0.04 ng/mL, with no further inference regarding reference interval.

It is also important to note that the animals used in the previously mentioned studies
were not scanned with echocardiography to exclude occult cardiac anomaly which
may occur infrequently. In a recent study in the Referral center of the province of
Québec on 106 cases with confirmed heart diseases, only 59 (54%) had clinical
signs of heart failure.”® Based on these preliminary data, the reference intervals for
whole blood cTnl in lactating Holstein dairy cows when using the POC i-STAT 1
immunoassay still remains unclear. Therefore, the objective of the study was to
determine a blood cTnl reference interval in healthy early lactating Holstein dairy
cows using the POC analyzer i-STAT 1 (detection limit: 0.02 ng/mL). Our hypothesis
was that these cows would have low blood cTnl concentrations close to the
detection limit of the test.

Materials and methods
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A cross-sectional study was conducted in from July 20" to July 25" 2011 in four
commercial dairy farms. These farms were dairy clients of the bovine ambulatory
clinic of the Faculté de médecine vétérinaire of the Université de Montréal (St-
Hyacinthe, Qc, Canada). Farm selection was based on convenience (30 km radius
of the clinic), on having tie-stall barns (making it easy to perform transthoracic
echocardiography), and on having electronic health records.? A total of 40 lactating
Holstein dairy cows were enrolled in the study (between 8 and 12 cows per herd).
This number was based on previous studies reporting very low values and variability
of cTnl in healthy cows®? (ie below analytical detection limits) and on the minimal
number of patients recommended to establish reference intervals by the American
Society for Veterinary Clinical Pathology.'? Participating cows were recruited if they
were between 1 and 60 days in milk with no reported signs of disease over the last
15 days. During farm visits, cows that fulfilled these criteria were examined. First, a
complete physical examination was performed. A thorough cardiac auscultation was
performed by an experienced operator (SB) and heart rate was noted along with
any abnormal findings. Particular attention was given to the presence of any
dysrhythmia, heart murmur or muffled heart sounds as potential indicators of heart
diseases.! Then, selected cows were prepared for a standard right transthoracic
echocardiography'' performed by the same operator (SB) using a 2 MHz phased-
array probe.© Particular attention was given to myocardial echogenicity and
homogenicity, pericardial effusion and any endocardial thickening as possible
indicators of heart disease. The left ventricle shortening fraction (SF) was assessed

in order to rule out cows with very low SF (less than 20%), which could also be an
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indicator of systolic dysfunction correlated to increased cTnl levels or an indicator
of decreased pre-load.'"'2 After the echocardiographic examination was performed,
a blood sample from the coccygeal vessels was collected using a 7 ml-lithium
heparinized tube.? Cow-side dosage of cTnl was immediately performed using a
portable i-STAT 1 device.? Blood analysis was performed according to the
manufacturer’s instructions. The analyzer displays a result within 10 minutes. The
range of values displayed can vary from 0.00 to 50.00 ng/mL. Samples with a cTnl
concentration higher than 50.00 ng/mL display a value of >50.00 ng/mL. The
analytical sensitivity of this test is 0.02 ng/mL ; values of 0.00 and 0.01 ng/mL can
be displayed but are not distinguishable from 0.02 ng/mL. The intra-assay coefficient
of variation (CV) has been previously reported in cattle (intra-assay CV <20 % when
cTnl 2 0.025 ng/mL,® and CV=38% for cTnl=0.01ng/mL). Finally, the weight of
selected animals was estimated using a thoracic perimeter tape.® Exclusion criteria
for the study were any abnormal findings at cardiac auscultation or
echocardiographic examination, and any treatment in the 15 days preceding the
examination. Moderate tachycardia (upper normal heart rate: 84 bpm'3) was not an
exclusion criterion because of the wet and warm weather during the collection
period. This study protocol was approved by the Institutional Animal Use and Care
Committee (Comité d’Ethique et d’Utilisation des Animaux, Faculté de Médecine
Vétérinaire, Université de Montréal, St-Hyacinthe, Québec).

Data were compiled in Microsoft Excel spreadsheets.” Statistical analyses were
performed using commercial software,?" following the guidelines of the American

Society of Veterinary Clinical Pathology (ASVCP) Quality Assurance and Laboratory
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Standards Committee (QALS).'%'4 Descriptive statistics (median, minimum,
maximum) were calculated (MEANS procedure in SAS). The normality of data
distribution was assessed using a Shapiro-Wilk test (UNIVARIATE procedure). The
bootstrap statistical method (SURVEYSELECT procedure in SAS) was used to
determine the median 5™ and 95" percentile of the bootstrapped samples and their
90% confidence interval. A total of 1000 datasets using an unrestricted sampling
method were used for this procedure to obtain final distribution of cTnl
concentrations.’

The cTnl concentrations in animals with tachycardia and in animals without
tachycardia were compared using a non-parametric Wilcoxon Mann-Whitney test

(NPAR1TWAY procedure). The level of significance was set at P<0.05.

Results

A total of 40 lactating dairy cows from 4 commercial herds were enrolled in the study.
No cows were excluded from the study after physical examination and transthoracic
echocardiography. Herd size ranged from 80 to 120 lactating cows. The median
(range) maximal environmental temperature' during the study period was 31.5°C
(26.0-34.2°C). The median (range) mean external temperature during the study
period was 25°C (19.4-29.0°C). Participating cows had a median DIM at
examination of 40 (minimum: 15, maxium: 59), a median weight of 607 kg (minimum:
500 kg, maximum: 727 kg), and a median heart rate of 84 bpm (minimum: 72 bpm,
maximum: 104 bpm). Frequency distribution of cTnl blood concentrations and heart

rate are presented in Figure 1; there was no difference of cTnl concentrations in
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cows with high or low HR (P=0.08). Out of 40 cows, thirty-five (87.5%) had cTnl
values equal to or less than 0.02 ng/mL. The median cTnl value was <0.02 ng/mL
(minimum: <0.02 ng/mL, maximum: 0.05 ng/mL). Blood cTnl concentration data
were not normally distributed (P<0.01). Based on the bootstrap analysis method,
the 5" and 95™ percentile cTnl values in healthy cows were below the detection
threshold (0.00 ng/mL [90 % CI: 0.00-0.00 ng/mL]) and 0.036 ng/mL (90 % CI: 0.02

to 0.05 ng/mL), respectively.

Discussion

This study was one of the first to investigate normal cTnl blood concentration values
in healthy lactating dairy cows using the POC analyzer i-STAT 1 and
echocardiography to confirm the cardiovascular health status of selected animals.
Results from the present study were not identical to a previous study using the same
assay which reported low cTnl blood values in healthy cattle.® In the previous study,
serum cTnl was below the detection limit (0.02 ng/mL) in all 30 cows.® In the present
study, 7 of the 40 cows assessed (17.5%) had a cTnl concentration =0.02ng/mL
without any clinical signs or echocardiographic indices of cardiac anomaly.
However, all of the ranges reported in the present study were low compared with
those seen in cows with various common diseases (metritis, mastitis, peritonitis, left
displaced abomasum, pneumonia, dystocia or downer cows).®

Establishing the reference interval is generally difficult when the number of samples
analyzed is less than 120. %% However, since cTnl dosage is expensive in a food

animal context (about $35 per test), most studies focusing on cTnl quantification
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have included a small number of samples from healthy patients and commonly
performed only descriptive analysis of their healthy animal datasets.*® Using the
bootstrap method allowed the generation of a high number of datasets using
unrestricted random resampling of the initial dataset.'® This technique allows a non-
biased estimate determination of the confidence interval of a parameter within a
population. Even if a true random sample of the population of interest would have
been more appropriate, we truly believe that the risk of bias linked with our
convenience sample (e.g. farms closed to the ambulatory clinic) is very low and did
not have an impact on our results.

Cows included in the present study had a higher heart rate than expected. The
reason for this may be associated with the hot and humid environment at the time
of sampling.'® The animals with cTnl values higher than 0.02 ng/mL had heart rates
of 80, 80, 92, 92 and 96 beats per minute, which was not different from cows with
cTnl values <0.02 ng/mL.

High cTnl blood values have been reported in cattle with cardiac and noncardiac
diseases.>® However, the latter study used a different test (Immunlite assay)® and
the inferences from one test to another are generally not valid for cTnl values (or
cutoffs) since the different tests may detect various antigenic parts of the cTnl and
inter-assay variability is important.® Based on our study results and on those
reported from the aforementioned studies, any increase in cTnl blood levels above
0.05ng/mL when using POC i-STAT 1 could be potentially interpreted as a non-

specific abnormal increase in cTnl. It remains unclear at this point whether bovine
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cTnl blood values could be used to assess the severity or prognosis of specific

diseases.

The reference interval of cTnl blood values using the POC i-STAT 1 in normal
lactating Holstein dairy cows was found to be between 0.00 and 0.05 ng/mL. Further
investigations are needed to confirm preliminary findings® on the potential interest

of increased cTnl as a prognostic factor for bovine.
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Figure legend

Figure 1: Comparison of cardiac troponin | (cTnl) concentrations in cows with
normal heart rate (< 84 beats per minute) and cows with tachycardia ( > 84 beats

per minute)
Normal heart rate: cows with heart rate < 84 beats per minute
Tachycardia: cows with increased heart rate ( > 84 beats per minute)

The limit of detection of the I-stat cTnl test is 0.02 ng/mL
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2.2 Prognostic values of cardiac troponin | and L-
lactatemia blood values in dairy cows affected by downer

cow syndrome

Article en préparation pour soumission au Journal of Veterinary Internal Medicine
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Abstract

Background: The downer cow syndrome (DCS) is a challenging health issue in the
dairy industry. No cow-side test is available to provide an accurate prognosis of DCS
cases in farm settings.

Hypothesis/Objectives: It was hypothesized that local and/or systemic
hypoperfusion and myocardial lesions may lead to an increase in biomarkers such
as cardiac troponin | (cTnl) and L-lactate. The objective was to determine the
prognostic values of these biomarkers assessed cow-side in addition to clinical
examination in regards of a negative outcome (NO: death or euthanasia).
Animals: 218 client-owned dairy cows affected by DCS.

Methods: In a prospective study, included animals were followed 60 days after
inclusion. Blood cTnl and L-lactate were dosed on the day of inclusion. The
prognostic accuracy of both biomarkers and physical examination parameters were
estimated to predict NO. A mixed multivariable logistic regression model was used
for data analysis.

Results: Prevalence of NO in this study was 63% on day 7. Hypertroponinemia
greater than 0.7ng/mL had a sensitivity and specificity of 78.4% (95%Cl: 67.3-87.1)
and 54.1% (95%Cl: 45.3-62.7%) for predicting NO. Blood L-lactate was not
associated with the outcome. The multivariable model revealed that heart rate
>100bpm (OR; 95%Cl: 3.7 ; 1.3-10.2) and cTnl>0.7 ng/mL (OR ; 95%Cl: 5.5 ; 2.1-14.6)
were associated with the risk of NO.

Conclusions and Clinical Importance: Hypertroponinemia and tachycardia were
associated with the prediction of survival in DCS cases. The use of cow-side blood
cTnl concentrations and heart rate could help in rapidly identify cows in farm setting
that would have poor chances of recovery and would benefit from a more aggressive

therapy or euthanasia.

Key words: point of care, biomarker
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The downer cow syndrome (DCS) is a common problem in North American
dairy farms (1). There are many definitions of DCS, but it is commonly accepted as
being an alert cow unable or unwilling to stand for 12 hours or more (2, 3). Other
authors sometimes prefer to include all nonambulatory cattle (alert or non-alert) and
unable to stand for any length of time without assistance (1, 4). DCS episode
frequently begins within 24 hours of calving in dairy cows (5, 6). Highly productive
cows and older cows are at greater risk of DCS (3, 7, 8). Clinical hypocalcemia,
stillbirth and dystocia were all identified as risk factors for DCS in dairy cattle in the
first 30 days following parturition (6).

Information on DCS occurrence and its prognosis in dairy farms are scant.
According to a review by the National Agricultural Statistical Services data, 1.2% of
US dairy cattle weighting over 227kg (500 Ibs) were affected by an episode of
decubitus of any length of time in 2004 (1). A total of 78.2% of dairy american farms
surveyed by the National Animal Health Monitoring System had one or more DCS
in 2004 (1). In one Israeli on-farm study of 262 downer dairy cows, 69% of cows
died or were already slaughtered by the second day of recumbency. A survey aimed
to Minnesota dairy farmers, which defined DCS as a cow in sternal recumbency for
more than 24 h reported that 33% of the affected cows recovered, 23% were
slaughtered, and 44% died (7). Since the condition appears to have a poor
prognosis when managed in farms, concerns about animal welfare (9) arise quickly.

Clinicians and producers need to take a rapid decision about the future of the animal,
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which implies being more aggressive (ex.: balneotherapy or referral) or avoiding any
other expenses and suffering in compromised animals (2, 9-12).

All recumbent cattle are susceptible to muscular pressure damage no matter
what is the initial cause of decubitus (13). Experimental studies have suggested that
significant pressure damages can occur in the compressed upper limb as soon as
6 hours after the initiation of decubitus (13). Muscular and nerve damages may
therefore occur (14). Besides specific lesions associated with the primary cause of
DCS, heart lesions have also been identified during necropsy in cows with
unresponsive hypocalcemia (15) as well as in DCS with various diagnoses (16).
Among prognosis indicators of DCS, creatinine kinase and aspartate
aminotransferase (17) blood concentrations were shown to be useful for predicting
chances of recovery (18). However, these laboratory tests cannot be performed
cow-side and it may take up to 24 hours to obtain the results in private veterinary
practice.

Presence of local and/or systemic hypoperfusion (13) and myocardial lesions
(15, 16) in case of DCS could potentially lead to an increase in blood concentrations
of markers of hypoperfusion, such as L-lactate (LAC) and cardiac biomarkers, such
as cardiac troponin | (cTnl). The cTnl was shown to increase in some bovine extra-
cardiac diseases, and the highest values were obtained with DCS cases (19).
Dosage of LAC was already evaluated as a predictor of survival in cattle affected by
various diseases (20-22) but has not been studied per se in DCS. Our hypothesis
was that increased LAC and cTnl concentrations are associated with a negative

outcome in DCS. Since cTnl and LAC blood concentrations can be determined
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using validated cow-side portative units (23, 24), the objective of this study was to
determine the value cTnl and LAC added to physical examination when predicting

a negative outcome (NO) in dairy cows affected by DCS in farm settings.

Materials and Methods
Population

The study protocol was accepted by the Ethical Committee of Faculté de
medecine vétérinaire, Université de Montréal. A prospective cohort study was
conducted between July 2011 and September 2013. Five dairy veterinary practices
located in the province of Québec, Canada participated in data collection. A sample
size of 200 cows was estimated considering mortality rates of 5% and 25%, in
regards of the normolactatemia and hyperlactatemia groups (alpha level: 5%; beta
level: 10%). A 10% loss was also anticipated at follow-up. The same estimation was
used for cTnl as there was no data available. Therefore, a total of 220 dairy cows
affected by DCS were enrolled based on the following inclusion criteria : (1) a
downer cow on its second veterinary consultation that did not rise after a first calcium
therapy or (2) a cow obviously down for another reason than hypocalcemia (eg:
obvious musculoskeletal injury, acute mastitis or primiparous). The goal of this
particular definition was to exclude any first presentation of a non-complicated milk
fever from our final population, since this condition differs from DCS. Every included
animal was examined using a standard examination form which included: breed,
parity, days in milk (DIM), time spent down before inclusion in the study (hours),

mental status, rectal temperature, heart rate (HR), respiratory rate, capillary refill

70



time, clinically estimated dehydration, rumen motility (over a 2 min period) and
contraction strength (complete or incomplete), and feces quantity and quality. The
clinician involved in each case was also asked for his/her initial diagnosis for the
decubitus between the following: acute mastitis, metabolic problem, neurological or
musculoskelettal problem, shock, unknown or other. Multiple diagnoses could be
noted. Blood samples were collected from coccygeal or jugular vein. A red top blood
collection? tube was used to perform a complete chemistry panel. However, data
from the chemistry panel was not studied as potential prognostic factors since it was
out of the scope of the present study.
cTnl measurement

A blood sample collected in a lithium-heparin tube® was used to quantify blood
cTnlc. Use of bovine whole blood with this analyzer has been previously validated
(19, 25). This portable immunoassay analyzer uses a two-site ELISA monoclonal
antibody (caprine, murine) directed toward human cTnl. A silicon chip is partly
covered by electrochemical sensors with antibodies specific to cTnl. An
antibody/alkaline phosphatase enzyme conjugate specific to a portion of cTnl is also
present on the chip. Once whole blood is in contact with the cartridge, the enzyme
conjugate dissolves. The cTnl is then labeled by alkaline phosphatase. This new
molecular complex is caught on the electrochemical sensors. After an incubation
period, the sample and excess enzyme conjugate are washed off the sensors. A
substrate for alkaline phosphatase enzyme is present in the wash fluid. The
substrate is cleaved by the bounding of the enzyme to an antibody-antigen-antibody

sandwich. The resulting current is measured amperometrically and is directly
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proportional to the cTnl concentration of the sample. The analyzer displays a result
within 10 minutes. The range of values displayed varies from 0.00 to >50.0 ng/mL,
but the analytical sensitivity of the test is 0.02 ng/mL. Values of 0.00 and 0.01 ng/mL
will be displayed but are undistinguishable from 0.02 ng/mL. The cTnl samples were
analyzed within 24 hours after blood sampling (26). Whole blood samples were
stored at 4°C until analysis. Those samples were either analysed back at the clinic
or analysed within 24 hours by a private clinical pathology laboratory offering daily
pickup services. Only one clinic had access to a cTnl analyzer at its office due to its
high cost. This procedure was based on a study showing that bovine cTnl
concentrations can decrease after 48 hours of storage at 4°C (27).
LAC measurement

L-lactatemia was measured using a portable analyzerd either cow-side on
whole blood or immediately after return to the clinic on the same stored (4°C) lithium
heparin blood collection tube used to measure cTnl. Cow-side tests were performed
by a veterinary student (n=151, from one clinic).Tests performed on stored blood
were realized by a veterinary technician or the involved clinician (n=69, from 4
clinics) (median, range: 60 minutes, 5- 900 minutes). The same portable test® was
used in both situations. Clinicians were both blinded to the result at the moment of
the inclusion. This analyzer was found accurate and reliable using bovine blood
when compared to a reference blood analyzer (24). During the 60-second sample
analysis, the lactate first reacts with potassium ferricyanide and lactate oxidase
present on the strip. The resulting molecules are pyruvate and potassium

ferrocyanide. Under current voltage, oxidation of the last molecule will release
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electrons, thus creating a current. The resulting current is then measured
amperometrically and is directly proportional to the lactate concentration of the
sample (28). Values showed range from 0.8 to 23.3 mmol/L, where “LO” represents
values under 0.8 mmol/L and “HI” represents LAC over 23.3 mmol/L.
Outcome assessment

Every participating clinician treated DCS cases blinded from the research
team results (without LAC and cTnl information) but had access to chemistry panel
result. A phone call follow-up was performed with the producers 7, 30 and 60 days
(d7, d30 and d60) after enroliment (JL) using a standard questionnaire. The main
outcome of interest was the risk of dying, being euthanized or being culled during
the follow-up period. The producers were asked if the cows were still present in the
herd or not. If the cow had been culled or died (naturally or after euthanasia), they
were asked for the date of the event. The outcome was considered positive (PO) if
the animal was still in the herd and negative (NO) if the animal died, was euthanized,
or had been culled. There was no additional call after a cow had been culled or had
died. Since most of the NO happened within 7 days post-enrolment and that the
research team wanted to minimise the effect of other causes of culling at 30 and 60
days, the analysis focused on the probability of NO 7 days after inclusion.
Statistical analysis

A commercial software was used to perform the statistical analyses®.
Descriptive statistics were performed to describe the enrolled population of cows.
Descriptive statistics (median, 25" and 75" percentile) were obtained for each

continuous variable (days in milk, lactation, time downed before inclusion, heart rate,
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respiratory rate, temperature, LAC and cTnl) using PROC MEANS. Categorical data
(mental status, breed, capillary refill time, dehydration, rumen contractions, strength
of ruminal contractions, amount and quality of feces, causes of decubitus, repartition
of cases by clinics, repartition of outcome by clinics) were described using frequency
tables (PROC FREQ in SAS).
Univariable analysis

Continuous variables (cTnl, LAC and HR) were dichotomized using multiple
cut-off values and 2 by 2 tables were obtained based on the outcomes of the cows
(NO or PO). For each previous predictor, the cut-off value that offered the highest
sum of sensitivity and specificity to predict NO was retained as the best cut-off value
for to be included in the multivariable analysis. Other variables from the clinical data
form were dichotomized using clinical judgement to perform a Chi-squared test
based on the outcome of the cows 7 days after inclusion (PROC FREQ).
For statistical considerations, a LAC value of 0.7 mmol/L was given for samples with
“LO” results, whereas a cTnl value of 51 ng/mL was given for samples with a
“>50 ng/mL” results.
Multivariable analysis

All variables with a P-value of <0.2 in univariable analysis as well as cut-off
blood values previously presented were retained and tested in a multivariable mixed
logistic regression model (PROC GLIMMIX) accounting for farm clustering as a
random effect. The multivariable modeling was performed using a backward
elimination strategy; modeling was stopped when all the variables left presented a

P-value < 0.05. The least squares means were used to compare probability of NO
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among animals with and without the identified risk factors controlling for other
covariates. The area under the receiver operating characteristic curve (AUC) was

calculated to evaluate the model accuracy (29, 30).

Results

A total of 218 DCS cases from 152 farms were enrolled in our study. The
majority of cows were Holstein (n=199; 91 %). At enroliment, 58 % (n=123/211,
missing data=7) of cows were between 0 to 7 DIM, 14% (30/211) were between 8
and 60 DIM, 20% (42/211) were > 60 DIM, and 8% (16/211) were dry cows. A
quarter (53/199, missing data=19) of the animals were on their fifth lactation or more;
44% (88/199) were on their third or fourth lactation, and 29% (58/199) were on their
first or second lactation. Average time spent down before inclusion was 24 hours
(median: 15hrs ; range: 1-168hrs). Almost 40% of DCS cases were listed as having
at least a musculoskeletal problem (n=84/218); a third were suspected of an
underlying metabolic problem (n=74); 17% of cases were suspected of having an
underlying acute mastitis (n=37); shock clinical signs were observed in 4% of the
cases (n=9) and unknown or other causes were mentioned in 20% of cases (n=44).
Multiple diagnosis occurred in 16.7% (n=36) of cows. NO after inclusion was 62.4%,
71.6%, and 73.9% on d7,d30 and d60, respectively.
Descriptive statistics of continuous variables are listed in table 1. Dichotomized data
and their univariable analysis are listed in table 2. Data retained for the multivariable
analysis were: DIM, mental status, CRT, appearance of mucous membranes,

presence of dehydration and presence of a unique musculoskeletal component. A
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short summary of different cut-offs for cTnl (median: 0.39 ng/mL; range: O-
>50 ng/mL), lactatemia (1.4 mmol/L ; <0.8- 15.6 mmol/L) and HR (91 BPM; 32-160
BPM) is indicated in Table 3. Lactatemia was not associated with the probability of
NO. The optimal cut-off value for cTnl and HR were 0.7 ng/mL and 100 BPM,
respectively. A complete list of the different cut-off values tested for cTnl, LAC and
HR is available online (Table 5).

Results of the mixed logistic regression model accounting for farm clustering are
presented in Figure 1 and Table 4. The final multivariable model includes a positive
association of tachycardia and increased cTnl with the probability of NO by d7.
Proportions of NO with an HR<100 BPM was 63% and 86% with an HR>100 BPM.
Proportions of NO with cTnI<0.7 ng/mL was 59% while cTnl over this threshold had
a NO proportion of 89%. The model accuracy was considered good (26, 30) with an

area under the curve of 0.88 (95%Cl: 0.78- 0.98) (Figure 2).

Discussion

To the authors’ knowledge, this is the first large study evaluating cTnl and
LAC as predictors of NO in DCS in dairy cows within farm settings. Our study
represents a large panel of different DCS etiologies that is representative of what is
commonly seen by North American dairy clinicians. Our main results showed that
the prognosis of DCS is reserved to poor in farm conditions. The high incidence of
NO is not so surprising, considering our case definition of DCS. We included alert

and non-alert cases, being aware to not include early hypocalcaemia cases. The
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incidence is still representative of previously published data in regards of NO in DCS
(7,18, 31).

Cows affected by DCS with a cTnl concentration greater than 0.7 ng/mL were
5.5 times more at risk of NO in the week following inclusion than cows without
increased blood cTnl concentration. A preliminary study on 50 referred cases of
common production diseases who used the i-STAT 1 to measure troponinemia had
its highest cTnl concentration in DCS (n=8, median: 1.7 ng/mL ; range: 0.15-27.00
ng/mL) (19). Their DCS definition included alert and non-alert non-ambulatory cows
with no response to electrolytes treatment, which could be extrapolated to our
ambulatory DCS definition. A NO happened in seven cases of the DCS. Cardiac
lesions (epicarditis, endocarditis and myocarditis) were also noted on two of the four
DCS cases who underwent necropsy. Considering every diseases, the odds of
having a NO in that study were over 6 times higher with a cTnl >0.5 ng/mL than
cows with a ¢cTnl <0.02 ng/mL. Our cTnl predictive value for NO is not as accurate
as in this preliminary investigation. It would had be of interest to subdivise our DCS
population according to their suspected causes of decubitus to see the variations of
cTnl concentrations and prognosis accuracy within those groups.

Use of different cut-off values would be interesting for animals of great
genetic value (higher cut-off, to be more specific) or commercial-type animals (lower
cut-off, to be more sensitive). Doing so, clinicians would have yet another criterion
to support more intensive treatments (increasing quality of the on-farm nursing or
referral for balneotherapy) or to proceed to euthanasia earlier in the process of DCS.

Treatments in flotation tank, when case are referred early and are carefully selected,
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have a PO of 37 to 90% (2, 10, 32). This success rate is most of the time better than
the PO reported in this study (PO=37.6%).

Interestingly, cows with a HR over 100 BPM were 3.7 times more at risk of
NO than cows with lower HR. To the authors’ knowledge, this is the first time a study
shows that assessment of precise HR during the routine examination of DCS is an
interesting predictor of NO. The fact that both cTnl concentration and HR are
prognosis indicators alights the importance of the cardiovascular system in the DCS
condition. Increased cTnl concentration have been observed in human medicine
with  rhabdomyolysis, sepsis, hypotension/hypovolemia, renal failure,
gastrointestinal bleeding, stress-induded cardiomyopathy (33, 34) and with induced
endotoxemia in calves and horses (35, 36). All those conditions might be present at
different extent in cows affected by DCS in regards to the primary cause of decubitus
(ie acute mastitis or metritis), the duration of the condition, the environmental
conditions and the animal itself. Previously listed causes are all potential
explanations to the rise of cTnl concentration in DCS.

LAC was found to not be associated with NO of DCS in this study. One of the
pitfalls of this study is the unique blood test that was ran at the time of inclusion.
Even if some studies showed some predictive value of NO (22), most of
investigations are doing repetitive measures over days (21, 37-39). On the other
hand, the objective of the present work was to predict the outcome of DCS in field
conditions, where economic factors will limit veterinary visits. LAC is a good indicator
of hypoperfusion (40). In light of our results, effect of local/systemic hypoperfusion

seems to be overestimated in regards of our total population of cows affected by
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DCS. This biomarker might be more useful when dealing with cases where
hypoperfusion is well documented as in acute mastitis (41, 42).

The DCS definition used in this study can be debated since many different
DCS definitions already exist in the current literature and after all, the research team
created his own definition (2, 9, 31, 43). Our goal doing so was to keep it as close
as possible of what a private clinician will see in his daily practice while being sure
to exclude simple milk fever in our final caseload. Some might point out the absence
of definitions given to the clinicians to identify the possible underlying causes of the
decubitus. It might explain partly why none of these underlying causes were part of
our final statistical model. In the time, the identification of precise underlying
conditions in DCS was out of the scope of this study. NO rate was not different
between involved clinics (data not shown). It was impossible to calculate individual
clinician effect since many clinicians (n=32) were involved in recruiting DCS cases
for this study.

In conclusion, there was no association regarding LAC blood value between
NO group and PO group in this population of cows affected by DCS. Troponinemia
and HR are interesting survival predictors in farm settings when dealing with DCS

cases.

79



Footnotes

a BD Vacutainer Venous Blood Collection Tube, serum tube BD Diagnostics,
Franklin Lakes, NJ.

® BD Vacutainer Venous Blood Collection Tube, lithium heparin. BD Diagnostics,
Franklin Lakes, NJ.

¢ i-STAT analyzer, Abaxis, Union City, CA

d Lactate-Pro, Arkray, Kyoto, Japan

¢ SAS 9.2, SAS Institute inc. Cary, NC
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Table 1. Descriptive statistics of main variables of interest collected in 218 cases of

downer cow syndrome on the day of inclusion.

NO cows (n=136)

Variables Median
(25th_75th )1

Rectal temperature (-<C)  38.5 (38.0-38.9)

Respiratory rate 36 (28-44)
Heart rate 96 (80-112)
Time down (h) 16 (8-27)
DIM 3(1-21)
Parity 3 (2-5)
cTnl (ng/ml) 0.80 (0.14- 4.87)
LAC (mmol/L) 1.4 (1.0-2.8)

135

131

134

130

122

123

135

135

PO cows (n=80)
Median
(25th_75th)

38.6(38.3-38.9) 80

38 (24-39) 76
88 (80-100) 78
12 (2-36) 77
4 (2-62) 71
3 (2-4) 74

0.16 (0.03-0.58) 74

1.3 (0.9-2.3) 78

DCS, downer cow syndrome; NO, negative outcome; PO, positive outcome ; DIM,

days in milk; cTnl, cardiac troponins | ; LAC, L-lactate.

! Results listed as median (25th- 75th percentile values)
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Table 2: Univariable analysis on clinical informations obtained about 218 cows

affected by downer cow syndrome.

Variables Class NO cows (n) PO cows P
(n)

DIM
dry-7 DIM 94 44 0.06*
>7 DIM 39 32

Parity
<2 lactation 34 24 0.45
>2 lactation 90 50

Time down
<24 h 96 55 0.78
>24 h 40 25

Mental status

Alert 38 39 0.004*
Depressed 89 39
Temperature
<39.2:C 116 69 0.95
>39.2:C 19 11
Respiratory rate
< 36 RPM 67 37 0.7
> 36 RPM 64 39
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CRT
<2 sec
22 sec
Dehydration
<5%
25 %

Rumen motility

0-1 contraction per 2 min.

=2 contractions per 2 min
Rumen contraction
Complete
Incomplete
Mucous membrane
Normal
Abnormal
Causes
Unique MS problemYes

No

Unique acute  Yes

mastitis problem

No

88

116

17

53

83

91

36

38

41

93

37

40

94

17

117

75

40

40

47

28

30

23

65

13

14

65

15

64

0.07*

0.11*

0.18*

0.34

0.05*

0.05*

0.21



Unique metabolic Yes 25 18 0.48
problem
No 110 62
NO, negative outcome; PO, positive outcome ; DIM, days in milk; CRT, capillary refill
time; MS, musculoskeletal.

* Variables retained for the multivariable logistic regression where P<0.2.
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Table 3: Optimal cut-offs for lactate, cardiac troponins | and heart rate based on the
maximal sum of sensitivity and specificity to predict early elimination of cows

affected by downer cow syndrome.

Cows above
Variables Cut-off value selected Se (%) Sp (%) P-value

Cut-off (%)

LAC
>4 vs <4 17.6 18 92 0.4
(mmol/L)
cTnl
>0.7 vs <0.7 42.6 54 78 <0.01*
(ng/ml)
Heart rate >100 vs <100 27.7 35 85 <0.01*

LAC, L-lactatemia; cTnl, cardiac troponins | ; HR, heart rate; Se, sensitivity ; Sp,
specificity.

* Variables retained for the multivariable logistic regression with P<0.2
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Table 4: Final model predicting the probability of negative outcome 7 days after the

initial diagnosis of downer cow syndrome.

Model Variable Coefficient SE OR 95 % CI P
Intercept -0.33 0.27

cTnl 0.7 ng/ml referent

cTni >0.7 ng/ml 1.71 0.49 553 2.10-14.60 <0.001
HR< 100 referent
HR> 100 1.3 0.51 3.65 1.32-10.15 0.014

SE, standard error ; OR, odds ratio ; 95 % CI, 95 % confidence interval ; LSM, least

square means.
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Figure 1: Probability of negative outcome on cows affected by DCS 7 days after
initial diagnosis and its associated 95% confidence intervals defined by the least
square means according to the final logistic model accounting for herd random

effect.
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Least square means are represented by dots and the 95% confidence intervals, by
vertical bars. NO, negative outcome; DCS, downer cow syndrome; d7, 7 days after

inclusion; HR, heart rate; cTnl, cardiac troponins I.
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Figure 2: Accuracy of the final logistic model to predict negative outcome of cows
affected by downer cow syndrome by a receiving operating curve taking into account

clustering of observations by herd.
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Table 5: Web supplement: Characteristics of different cut offs values for heart rate, lactate and cardiac troponin | blood

values in respect of the negative outcome in cows affected by downer cow syndrome.

Cut off values
HR (BPM)
<80 vs >80

< 88 vs >88
<100 vs >100

cTnl (ng/mL)

<0.05vs >0.05

£0.2vs>0.2

<04vs>04

<0.6vs >0.6

<0.7vs >0.7

<0.8vs>0.8

n

216

209

NO (%)

63.0

64.6

P

0.09

0.11

<0.001

0.006

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

Se (s5% Cl)

71.3 (63.2-78.3)
61.0 (52.6-68.8)

35.3 (27.8-43.7)

85.9 (78.9-90.8)
68.9 (60.6- 76.1)
59.3 (50.8-67.2)
54.8 (46.4- 63.0)
54.1 (45.7- 62.2)

49.6 (41.3-58.0)

Sp (95 % Cl)

40.0 (30.0-51.0)
50.0 (39.3-60.7)

85.0 (75.4-91.3)

29.7 (20.5-41.0)
55.4 (44.1- 66.2)
70.3 (59.0- 79.5)
75.7 (64.7- 84.0)
78.4 (67.6- 86.3)

79.7 (69.0-87.4)

94

PPV (95%Cl)

66.9 (59.2- 74.6)
67.5 (59.2-75.8)

80.0 (69.9-90.1)

69.0 (62.1-76.0)
73.8 (66.1-81.5)
78.4 (70.4-86.4)
80.4 (72.3- 88.5)
82.0 (74.0-90.0)

81.7 (73.3- 90.1)

NPV (95 % Cl)

45.1 (33.5-56.6)
43.0 (32.9- 53.1)

43.6 (35.8-51.4)

53.7 (38.4-68.9)
49.4 (38.6-60.2)
48.6 (39.1-58.1)
47.9 (38.3-56.9)
48.3 (39.4- 57.3)

46.5 (37.8-55.1)



Cut off values
<09vs>0.9
<1.0vs>1.0
<5.0vs>5.0
<10.0 vs >10.0

LAC (mmol/L)

<£0.8vs>0.8

<£10vs>1.0

<15vs>15

<20vs>20

<25vs25

<3.0vs>3.0

<35vs>35

<40vs>4.0

n

216

NO (%)

63.0

P

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

0.8

0.4

1.0

0.5

0.7

0.9

0.8

0.4

Se (95% CI)
48.1 (39.9- 56.5)
46.7 (38.5- 55.1)
24.4 (18.0-32.4)

16.3 (11.0-23.5)

78.7 (71.0- 84.7)
69.1 (60.9- 76.3)
471 (38.9- 55.4)
35.3 (27.8- 43.7)
28.7 (21.7- 36.8)
23.5 (17.2- 31.0)
21.3 (15.3- 29.0)

19.1 (13.4- 26.6)

Sp (95 % ClI)
82.4 (72.0- 89.5)
83.8 (73.5- 90.6)
95.9 (88.2- 99.0)

100 (93.9-100)

21.3 (13.8-31.1)
36.3 (26.6- 47.2)
52.5 (41.7- 63.1)
68.8 (57.9- 77.8)
73.8 (63.1- 82.2)
77.5 (67.1- 85.3)
80.0 (69.8-87.3)

85.0 (75.4- 91.3

95

PPV (95%Cl)
83.3 (75.1- 91.6)
84.0 (75.7- 92.3)
91.7 (82.6-100)

100 (100-100)

61.5 (54.3- 68.7)
64.8 (57.1- 72.6)
62.7 (53.4- 72.1)
65.8 (54.9- 76.6)
65.0 (52.9-77.1)
64.0 (50.7-77.3)
64.4 (50.5-78.4)

68.4 (53.6- 83.2)

NPV (95% CI)
46.6 (38.0-55.1)
46.3 (37.8- 54.7)
41.0 (33.7-48.4)

39.6 (32.6-46.6)

38.3 (24.4- 52.2)
40.8 (29.4- 52.3)
36.8 (28.0- 45.7)
38.5 (30.5- 41.4)
37.8 (30.2-45.4)
37.3 (30.0- 44.7)
37.4 (30.2 -44.7)

38.2 (31.1-45.3)



Cutoff values n NO (%) P Se (95% Cl) Sp (95 % Cl) PPV (95%Cl) NPV (95% CI)

<5.0vs >5.0 0.5  14.7(9.7-21.7) 88.8(79.7-94.1) 69.0 (52.1-85.8) 38.0 (31.0-44.9)
<6.0 vs >6.0 07  10.3(6.2-16.7) 91.3(82.7-95.9) 66.7 (46.5-86.8) 37.4 (30.6-44.2)
<7.0vs>7.0 0.8 6.6 (3.4-12.3) 92.5(84.2-96.8) 60.0 (35.2- 84.8) 36.8 (30.1- 43.5)
<8.0vs >8.0 0.9 5.9(2.9-11.4) 93.8(85.8-97.6) 61.5(35.1-88.0) 36.9 (30.3- 43.6)

LAC, I-lactatemia ; cTnl, cardiac troponins | ; HR, heart rate; n, number of animals; NO: negative outcome; Se, sensibility;

Sp, specificity; PPV, positive predictive value; NPV, negative predictive value.

96



CHAPITRE 3 : Autres résultats

Puisque I'élimination des vaches atteintes de SVT est rapide (tableau VIII),
nous avons concentré nos analyses statistiques selon l'issue a d7. Pres de trois
vaches sur quatre ayant subi une NO a d7 étaient euthanasiées (n=98/135) et un
quart ont été retrouvées mortes (n=33/135). Seulement cinq vaches ont pris le
chemin de l'abattoir. Au moment du suivi a d7, 26% de nos PO étaient toujours en
décubitus (n=21/80). Un peu plus de la moitié de ces vaches n’étaient plus
présentes a d30 (n=11/21) et a d60 (n=12/21).

Tableau VIIl. Présence ou élimination (mort ou réforme) des vaches incluses au
moment des suivis téléphoniques

Pourcentage
Suivi Vaches Vaches Non de vaches
téléphonique  éliminées (n) présentes (n) déterminé absentes du

troupeau (%)

D7 136 80 2 62.4
D30 156 59 3 71.6
D60 161 53 4 73.9

D7, 30 et 60 : jour 7, 30 et 60 aprés le moment de l'iinclusion

Le pourcentage d’issue négative par clinique ou plus de 5 cas ont été inclus
était somme toute similaire (clinique A: n=151, NO: 78 % ; clinique B: 28, 63 % ;
clinique C: 28, 79 % ; clinique D : 7, 67 % ; clinique E: 4, 25 %). Seulement huit
vaches ont été référées en centre hospitalier vétérinaire. L’issue était négative pour
38% de ces cas (n=3/8) a d7 et 50% de ces cas a d30 (n=4/8). Prés du trois quart

des fermes participantes n’ont inclus qu’un seul animal (n=101/149, tableau 1X).



Tableau IX. Dispersion par ferme des 218 vaches atteintes de syndrome vache
a terre incluses dans I'étude.

Nombre de cas inclus pour

A Nombre de fermes
une méme ferme

1 101
2 31
3 14
4 2
5 1

Nous avons amassé 90 prédictions sur le pronostic lors de l'inclusion dans
l'étude afin de réaliser un test de concordance (tableau X). En ajoutant les
prédictions indécises aux prédictions du groupe a lissue négative ou encore
positive, la valeur de kappa obtenue (entre 0.025 et 0.153) nous montre qu’il y a
une concordance trés faible(k<0.2) (137) entre le pronostic du vétérinaire et I'issue

réelle du cas.

Tableau X. Agrément entre les impressions cliniques des médecins
vétérinaires et l'issue réelle a d7 de 90 vaches atteintes de syndrome
vache a terre.

Impression Clinique de la rémission de I'animal

Survie
Mauvaise Bonne Indécise
Issue Négative 5 28 22
Issue Positive 10 14 11

La troponinémie du groupe NO (médiane; minimum-maximum : 0.8ng/mL;

0.00- >50.00 ng/mL) était significativement différente du groupe PO ( 0.18 ng/ml;
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0.00- 9.62 ng/mL) (P<0.001). L’aire sous la courbe ROC pour la cTnl était de 0.693
(IC95% : 0.626-0.755). La I-lactatémie n’était par contre pas différente entre les
vaches éliminées a d7 (1.4 mmol/L; <0.8-10.7 mmol/L) et celles toujours présentes
dans le troupeau ( 1.3 mmol/L; <0.8-15.6 mmol/L) (P=0.33). La fréquence
cardiaque était significativement plus élevée chez les NO (96 BPM; 32-160 BPM)
que chez les PO (88 BPM; 52-140 BPM) (P=0.005).

Un survol des données de CK et d’AST a été effectué. Un coefficient de
corrélation élevé a été mis en évidence (r=0.922). L’index Youden de la CK était de
>15 000 UI/L (P<0.001). En utilisant ce seuil, la sensibilité et la spécificité (1C95%)
pour prédire une NO était de 31.0% (23-39%) et de 92.2% (84-96%).

Les tableaux Xl et Xl ont été construits a partir des seuils optimaux de cTnl,
de FC et de CK dentifiés a l'aide de I'index Youden. lIs visaient a rendre pratique et

facilement utilisables nos principaux résultats concluants.

Tableau XI. Probabilité d’'issue négative (mort, euthanasie, réforme) selon la
fréquence cardiaque et la valeur sérique des troponines cardiaque |
dans une cohorte de 218 vaches atteintes de syndrome vache a terre.’

Fréquence cardiaque (BPM)

<100 >100 Total
cTnl (ng/mL)
<0.7 44.3 71.9 51.7
>0.7 78.7 89.3 82.0
Total 58.4 80

! Les résultats sont présentés comme une probabilité d’'issue négative (%).
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Tableau XIl. Probabilité d'issue négative (mort, euthanasie, réforme) selon la
fréquence cardiaque et la valeur sérique de créatine kinase dans une
cohorte de 218 vaches atteintes de syndrome vache a terre.’

Fréquence cardiaque (BPM)

<100 >100 Total
CK (UI/L)
<15 000 50.8 72.7 56.7
>15 000 81.8 100 87.2
Total 57.5 79.3

CK : Creéatine kinase.
1 Les résultats sont présentés comme une probabilité d’'issue négative (%).
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CHAPITRE 4: Discussion générale

4.1 Définition de cas

Pour étre inclus dans cette étude, les animaux devaient en étre a leur
deuxiéme visite vétérinaire pour décubitus ou étre en décubitus pour une raison qui
n’était manifestement pas I'hypocalcémie (taure, trauma, endotoxémie). Cette
définition de cas de SVT est novatrice quand nous la comparons a la littérature (10,
29, 31, 40) et certains peuvent mettre cette décision en doute. L’identification du
moment ou I'état non ambulatoire a débuté est souvent subjective. De plus,
lorsqu’une seconde visite vétérinaire est demandée, celle-ci a fréquemment lieu
dans les 12 heures suivant la premiére visite. Le seuil de 12 ou 24 heures devient
arbitraire en pratique ambulatoire. En proposant cette définition de cas, nous
voulions donc étre aussi prés que possible de la réalité des médecins vétérinaires

de premiére ligne lors de la gestion des cas de SVT a la ferme.

Par ailleurs, le dosage de la calcémie n’est pas fait de routine sur les cas de
VAT, car il nest pas habituellement disponible a la ferme (17). En n’incluant les
animaux suspectés d’hypocalcémie qu’a leur seconde visite vétérinaire, nous
voulions nous assurer d’éviter d’inclure des animaux en fiévre vitulaire sans autre
complication. Ces cas auraient alors biaisé a la baisse notre prévalence de NO
puisque les vaches en décubitus souffrant d’hypocalcémies simples ont un meilleur
pronostic que les SVT (14, 25).

4.2 Impression clinique

Le but de ce projet était de mettre a la disposition du clinicien des outils
objectifs permettant d’établir un pronostic plus juste lors de la visite d’'un cas de
SVT. Nous avons ainsi parallélement demandé aux médecins vétérinaires d’émettre
un pronostic pour chaque cas qu’ils ont inclus dans cette étude. De cette fagon,

nous avions 'opinion du vétérinaire sur I'évolution de ce SVT dans le type de ferme



ou il se trouvait d’aprés son expérience clinique a l'inclusion de I'animal. L’issue
notée pouvait étre bonne, mauvaise ou indécise. Un test de concordance (137) a
été fait pour évaluer I'accord entre les pronostics émis et l'issue réelle de I'animal a
d7. Vu le faible agrément, il est donc nécessaire de trouver et de proposer des tests
complémentaires objectifs réalisables a la ferme pouvant nous aider a émettre un
pronostic plus juste. Par ailleurs, cet accord faible entre le pronostic émis a dO et
l'issue réelle a d7 nous souligne aussi a quel point les cas de SVT évoluent au fil
des jours. L’inclusion d’une réévaluation des cas par les médecins vétérinaires dans
cette étude aurait pu nous informer sur I'évolution des pronostics émis. Ces
prédictions dépendent de toutes les informations colligées sur le cas, mais aussi
des caractéristiques de la ferme influengant la qualité des soins apportés aux

animaux en décubitus (36).

4.3 Valeur pronostique de la lactatémie

La LAC n’a pas été associée au pronostic lors de SVT dans cette étude. La
présente étude s’est déroulée simultanément a une autre ou les valeurs
pronostiques de la LAC et de la troponinémie étaient évaluées chez les vaches en
mammite aigué. Le calcul du nombre de cas nécessaires a celle-ci a été fait en
émettant 'hypothése que 5 % des LAC basses et 25 % des LAC élevées auraient
une NO (124) et en anticipant une perte au suivi de 10 %. Le méme nombre
d’animaux a été conservé pour la présente étude. Or, le pourcentage de NO a d7 a
été de 62.4 % chez notre population totale de SVT. Bien que notre étude comporte
un grand nombre de cas de SVT par rapport a d’autres études, ce nombre était
insuffisant pour dichotomiser les causes de décubitus suspectées par les médecins
vétérinaires et ainsi permettre de détecter une différence entre nos sous-groupes.
Une taille d’échantillon plus grande aurait pu nous donner la puissance nécessaire

pour détecter une différence parmi les éventuels sous-groupes.

L’hyperlactatémie a entre autres été associée a des conditions de choc

septique et d’endotoxémie chez d’autres espéces (103). Ce biomarqueur serait

102



peut-étre un indicateur pronostique intéressant lors de mammite aigué, condition
pathologique ou la présence d’hypoperfusion est documentée (138, 139). Par
contre, cette étude ne comportait pas un nombre suffisant de cas de SVT en

mammite aigué pour en tirer des conclusions.

L’intérét pronostique de mesures répétées de la LAC a été rapporté autant
en médecine équine qu’en médecine humaine (83, 103, 109, 132, 140). Cette fagon
de faire s’applique bien a une étude en conditions hospitaliéres. Par contre, notre
objectif était d’évaluer la valeur pronostique de nos biomarqueurs en conditions de
pratique ambulatoire, soit en présence d’'un nombre limité de visites a la ferme pour
un cas donné. Nous avons ainsi jugé qu’il n’était pas réaliste d’inclure des visites
subséquentes pour évaluer cette cinétique de la LAC. En outre, une des retombées
secondaires souhaitées de notre étude était de prendre une décision rapide lors de

la premiére visite pour SVT.

Avant le début de cette étude, les cliniciens de la clinique ambulatoire de la
Faculté de meédecine vétérinaire possédaient chacun un appareil Lactate Pro
(n=151/218; 69.2 %). Pour des raisons économiques, un seul analyseur a lactate
par clinique a été fourni pour les autres cliniciens participants. La LAC peut étre
influencée par le délai d’analyse et la méthode de conservation de I'échantillon. Une
fois la prise de sang effectuée, les globules rouges continueront a métaboliser 90 %
de leur glucose par la voie anaérobique (103, 109), augmentant ainsi la LAC de
I'échantillon a un taux de 20 % par heure pour un échantillon conservé a 25°C (110).
Il a par contre été démontré que la LAC n’était pas significativement augmentée
lorsqu’un échantillon sur tube d’héparine de lithium était entreposé durant quatre
heures a la température de la piéce ou a 5°C (141). La présence de seulement cinq
cas ou un délai supérieur a ce seuil a été noté nous améne a conclure que nos
résultats n’ont pas été significativement influencés par ce délai d’analyse et qu’ils
sont tout de méme représentatifs d’'un dosage de la LAC réalisé a la ferme.
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3.4 Valeur pronostique de la troponinémie

Cette étude a permis de déterminer que la troponinémie est un bon indicateur
pronostique lors de la gestion de cas de SVT a la ferme. Un seuil de >0.7 ng/mL
permettait d’optimiser la sensibilité et la spécificité de ce test pour cette condition
meédicale. Il serait possible de faire varier ce seuil en fonction de I'animal qui nous
est présenté et donc de la valeur relative des faux positifs et des faux négatifs. Ainsi,
ce seuil pourrait étre augmenté pour les éleveurs ayant un animal de haute valeur
génétique pour limiter les faux positifs (pronostic faussement mauvais). D’un autre
cbté, les propriétaires de troupeaux plus commerciaux voudront réduire le nombre
de cas ou du temps et de I'argent seront investis pour tenter de soigner un animal

qui ne se relévera pas (faux négatifs). Le seuil pourrait a ce moment étre diminué.

Pour des raisons économiques, une seule clinique disposait de I'appareil i-
STAT 1 dans ses locaux. Les autres cliniques participantes devaient envoyer leur
échantillon sanguin réfrigéré a un laboratoire commercial commun disposant du
deuxieéme i-STAT 1. Dans les deux cas, I'analyse de la cTnl était réalisée dans les
24 heures suivant la prise de sang. Comme la troponinémie a été démontrée stable
lorsque I'échantillon était réfrigéré a 4°C pour une période de 48 heures, nous
pouvons affirmer que nos résultats sont tout de méme applicables a une analyse

réalisée a la ferme (75, 78).

Dans le contexte d’'une pratique ambulatoire, un résultat d’hypertroponinémie
lors de SVT permettra au médecin vétérinaire d’aborder plus rapidement avec le
propriétaire les colts de traitement, la qualité de soins et le temps a investir pour
optimiser le taux de guérison. Il reviendra au producteur d’évaluer a chaque fois s'il
est motivé a poursuivre la démarche thérapeutique. Dans certaines situations,

I'euthanasie pourrait étre la seule option.
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4.5 Valeur pronostique de la fréquence cardiaque

La présente étude nous a permis de définir qu’'une fréquence cardiaque
supérieure a 100 BPM au moment de I'examen clinique de I'animal est un indicateur
pronostique utile chez les cas de SVT en contexte ambulatoire. C’est une trouvaille
des plus intéressantes puisque la prise de la fréquence cardiaque fait partie d’un
examen physique régulier et n’engendre aucun codt relié a un test complémentaire.
Pour certains, cette étape peut devenir superflue ou qualitative au moment de
I'évaluation de cas de SVT. Par contre, notre étude montre clairement qu’une prise
systématique et précise de la fréquence cardiaque est utile lors de I'émission rapide
d’'un pronostic et va dans le sens des observations de Curtis et coll (1970), qui

affirmait que la fréquence cardiaque des SVT terminaux augmentait (33).

4.6 Importance du systéme cardio-vasculaire lors de

syndrome vache a terre

L’analyse univariable de nos données d’examen clinique a permis
d’identifier plusieurs différences significatives entre les groupes NO et PO. La
présence de deéshydratation ainsi qu’'un temps de remplissage capillaire, une
fréquence cardiaque et une troponinémie sanguine augmentés (section 2.2,
Tableaux 2 et 3) sont tous des tests qui nous indique que la fonction cardio-
vasculaire de la vache est compromise. L’'importance des effets secondaires du
syndrome d’écrasement sur le systeme circulatoire est bien décrite chez 'lhomme
(45-47). La présence de ces variables au départ dans notre modéle multivariable
semble mettre de I'avant I'importance de ce systéeme dans la pathophysiologie du
SVT.
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4.7 Analyse biochimique

En présence d’un SVT, les valeurs de CK et d’AST sont couramment utilisés
par les médecins vétérinaires pour émettre un pronostic. Bien que les résultats de
ces tests ne fussent pas a priori destinés a I'analyse par cette étude, un second
modeéle de régression logistique multivariable a été créé en y incluant la variable
CK. Puisque la corrélation entre 'AST et la CK était bonne (r=0.922), il était pertinent
d’inclure qu’une seule de ces variables. Ainsi, les vaches en SVT ayant une CK au-
dessus de 15000 UI/L et une troponinémie supérieure a 0.7ng/L ont 95% des
chances d’étre sorties du troupeau dans les 7 jours suivants. Ce seuil optimal a
15 000 UI/L pour prédire une issue négative est similaire a ce qui est déja rapporté
(12, 15). L’interprétation en paralléle des valeurs sériques de CK et de troponinémie
est donc intéressante en contexte ambulatoire, advenant le cas ou un éleveur
désirerait tout de méme attendre les résultats de I'analyse biochimique pour prendre

une décision finale.

Une des grandes forces de cette étude était que les médecins vétérinaires
ne connaissaient pas les résultats de LAC et de cTnl au moment de la visite
d’inclusion. Ces valeurs n'ont donc pas pu influencer la fagon habituelle de gérer
les cas de SVT propre a chaque vétérinaire, éliminant ainsi le biais de révision
diagnostique. Par contre, ils avaient acces aux résultats de I'analyse biochimique,
dont les valeurs de CK et d’AST. Les médecins vétérinaires québécois utilisent
fréquemment ces tests complémentaires lors de cas de SVT, chacun ayant ses
seuils critiques. En fournissant I'analyse biochimique aux médecins vétérinaires,
nous désirions ne pas modifier leur fagon habituelle de gérer les cas de SVT, entre

autres leur processus menant a I'émission d’un pronostic.

4.8 Retour sur le protocole

Une trentaine de médecins vétérinaires ont participé au recrutement des cas

de SVT a travers deux régions du Queébec. L’expérience clinique entre ces
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meédecins vétérinaires était hétérogéne, amenant des choix thérapeutiques et des
pronostics émis pouvant étre différents entre eux pour un méme cas. Il est difficile
d’affirmer dans quel sens ces facteurs ont pu influencer nos résultats. Il n’a pas été
possible de comparer le pourcentage de NO propre a chaque médecin vétérinaire

participant vu le petit nombre d’animaux inclus dans I'étude par chaque individu.

Nous avons utilisé un modéle de régression logistique multivariable pour
prendre en compte un effet ferme aléatoire. L’inclusion de cet effet dans notre
modeéle visait a souligner I'importance de la variabilité du pronostic pour un méme
cas entre différentes fermes (142). |l est raisonnable de se questionner a savoir si
cet effet aléatoire calculé dans un modéle statistique représente adéquatement ce
qui est observé dans nos pratiques ambulatoires. En fait, cette fagon de procéder
doit plutot étre considérée comme une force de cette étude. L’inclusion de cet effet

ferme aléatoire a modulé Iégérement a la baisse notre exactitude diagnostique.

Il aurait été intéressant de s’attarder aux soins mis en place a la ferme
(endroit ou I'animal sera durant son épisode de décubitus, type de litiere utilisée,
fréquence et types de manipulations, accés a I'eau et alimentation) au moment de
l'inclusion de la vache dans I'étude. Ces informations supplémentaires auraient pu
nous permettre d’évaluer les caractéristiques de fermes reconnues pour influencer
le pronostic lors de SVT (6, 17, 29, 36, 41).

4.9 Directions futures

Les connaissances actuelles quant aux facteurs de risque du SVT sont
présentes dans la littérature. Le pourcentage d’issue négative révélé par cette étude
est semblable a ce qui a déja été rapporté (20, 29, 33, 38). Cette stagnation du
pronostic de la condition au fil des décennies porte a s’interroger sur la transmission
de ces informations aux producteurs et sur linterprétation qu’ils en font. Les
médecins vétérinaires ont encore un grand travail de sensibilisation a faire
concernant la gestion précoce et adéquate des vaches non ambulatoires a la ferme.
Nous avons une opportunité d’insister sur la mise en place de protocole de soins
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méticuleux qui favoriseront le bien-étre animal lors de la gestion de cas de SVT a la
ferme (10).

Les bienfaits de la balnéothérapie sont reconnus lors de SVT (16, 36, 40). La
référence de ces cas en centres hospitaliers disposant d’'un systéme de flottaison
est assurément une option thérapeutique intéressante. Les propriétaires d’animaux
de haute valeur génétique, monétaire ou sentimentale sont plus enclins a accepter
une référence rapide de leurs animaux en centre hospitalier, maximisant ainsi les
chances de rémission de leurs animaux. Par contre, le contexte socioéconomique
de chaque éleveur est différent et ce séjour hospitalier peut étre difficile a autoriser
pour certains. La valeur pronostique de la troponinémie et de la fréquence cardiaque
chez les cas de SVT pourront nous permettre d’insister sur la nécessité de référer
rapidement des animaux au pronostic sombre a la ferme. Par ailleurs, I'utilisation
de la balnéothérapie directement a la ferme a récemment été rapportée avec succes
dans la littérature (36). Un tel systtme demande un débit d’eau de température
adéquate important. |l serait intéressant de comprendre comment ces cliniques qui
offrent ce service de location ont procédé pour réussir a prodiguer des traitements
efficaces et de vérifier la faisabilité de ce type de projet dans nos conditions

environnementales québécoises.

Une banque de données colligeant les informations de notre fiche d’inclusion,
mais aussi les résultats de profil biochimique de chaque cas est maintenant
disponible. L’évaluation des paramétres du profil biochimique dépassait le cadre de
cette étude. Par contre, une future analyse pourrait vérifier leurs valeurs
pronostiques en plus de la troponinémie et de la fréquence cardiaque lors de SVT

géré a la ferme.
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Conclusion

Une étude préliminaire nous a permis d’établir un intervalle de référence de
la troponinémie chez les vaches laitieres en début de lactation (0.00-0.03 ng/mL;
maximum 0.05 ng/mL) en utilisant 'appareil portatif i-STAT 1.

Une seconde étude nous a montré que la lactatémie n’est pas associée au
pronostic lors de cas de SVT géré a la ferme. Par contre, elle nous a appris que la
troponinémie (>0.7 ng/mL) ainsi que la fréquence cardiaque (>100 BPM) étaient
de bons indicateurs pronostiques en contexte ambulatoire. Une association
positive existe entre ces deux variables lors de la prédiction de I'issue négative
des cas de SVT.
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Annexe 1: Marche a suivre pour l’'inclusion des cas

Résumé: L’¢tude vise a évaluer la lactatémie (LAC) et la troponinémie (¢cTnl) comme

facteurs pronostiques lors de syndrome vache a terre (SVT).
Pour chaque fiche complétée, le clinicien recevra 20 $.
Critéres d’inclusion:

Vache ayant été présentée a terre et ne se relevant pas apres une premiere visite du médecin

vétérinaire (donc nécessitant une 2% visite) QU

Vache dont la cause du décubitus n’est clairement pas I’hypocalcémie (taure, endotoxémie,

myosathroquelettique...)
Remplir la fiche
AVANT LES TRAITEMENTS (et pris en charge par le projet):

Les prises de sang doivent étre effectuées au niveau des vaisseaux coccygiens.

Détermination de la LAC avec le LACTATE PRO (Notation a 1’aveugle)

EXTERIEUR FMV: Détermination de la LAC sur tube hépariné (VERT) au
retour au bureau dans les plus brefs délais. Garder [’échantillon dans la

glaciere.
1 tube sec (rouge) pour Biochimie complete chez BIOVET

1 tube hépariné (VERT) sera ensuite remis a S.Buczinski (dosage cTnl) le plus

rapidement possible (dans les 24 heures)

EXTERIEUR FMV: Envoi du tube hépariné réfrigéré ET du tube sec chez

BIOVET par le service quotidien de ramassage

Compléter la fiche VACHE A TERRE
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Annexe 2: Fiche d’inclusion
PROTOCOLE VACHES A TERRE

Animal ne s’étant pas relevé suite a une premiere visite du medecin vétérinaire ou

cause évidente non liée au calcium (exemple taure, trauma, endotoxémie, choc...)

Identification de la vache

Date: Ferme: Tél.:
Contact: Vétérinaire:

# ou nom de la vache: Race:

Jours enlait: #lactation:

Traitements précédents par le propriétaire:

Depuis quand est-elle a terre:

Délai 1¢re-2¢me yisite (h):

Examen physique

Etat général de I'animal: alerte légérement abattu fortement abattu
T P R__

Muqueuses: pales normales  congestionnées

Temps de remplissage capillaire: moins de 2 s 2s plusde 2 s

Auscultation du rumen (sur 2 min): Fréquence de contraction:

Type de contraction: compléte incompléete
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Estimation clinique de la déshydratation:

Absente faible (5-7%) moyenne (8-10%)
Fumier: normal sec mal digéré diarrhée
Quantité de fumier: absente faible

Autre maladie :-

sang

importante (>10 %)

fibrine

normale

méléna

Evaluation de la cause du décubitus

Myoarthrosquelettique: type d’affection:
Mammite aigué

Métabolique

Choc

Inconnu

Autre (lymphome...) spécifiez

Traitements (hom, dose, fréquence, durée):

Fluidothérapie:

Anti-inflammatoire:

Antibiotique systémique:

Autres:
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Pronostic ?
BON MAUVAIS INCERTAIN

***AU BUREAU---LACTATE: délai d’analyse: ____

BIOVET ------ cTnl:
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Annexe 3: Questionnaire téléphonique

Suivi J7
Animal toujours présent: oui non Si non: date d’élimination- mort:

Cause d’élimination/mort : abattoir ou équarrissage

Toujours a terre ouinon  Référé a la FMV: oui non date:

Combien de visites vétérinaires pour traiter 'animal:

Appétit: 0 25 50 75 100 %
Niveau de production: adéquat inadéquat
Production vs production antérieure: 0 25 50 75 100 %

Satisfaction globale vis-a-vis de I’évolution: satisfait non satisfait

Suivi J30
Animal toujours présent: oui non Si non: date d’élimination- mort:

Cause Cause d’élimination/mort : abattoir ou équarrissage

Toujours a terre ouinon  Référé a la FMV: oui non date:

Combien de visites vétérinaires pour traiter 'animal:

Appétit: 0 25 50 75 100 %
Niveau de production: adéquat inadéquat
Production vs production antérieure: 0 25 50 75 100 %

Satisfaction globale vis-a-vis de I’évolution: satisfait non satisfait

Suivi J60
Animal toujours présent: oui non Si non: date d’élimination- mort:

Cause d’élimination/mort : abattoir ou équarrissage

Toujours a terre ouinon  Référé a la FMV: oui non date:

Combien de visites vétérinaires pour traiter 'animal:

Appétit: 0 25 50 75 100 %
Niveau de production: adéquat inadéquat
Production vs production antérieure: 0 25 50 75 100 %

Satisfaction globale vis-a-vis de I’évolution: satisfait non satisfait
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