Université de Montréal

Etude de la composition de la bile chez le chat en santé

et le chat atteint de cholangite

Par

Romain Huvé

Département de sciences cliniques

Faculté de médecine vétérinaire

Mémoire présenté a la Faculté de médecine vétérinaire en
vue de I'obtention du grade de Maitrise es sciences

(M.Sc.) en sciences vétérinaires, option sciences cliniques

Aolt 2019

© Romain Huvé, 2019



Université de Montréal

Département de sciences cliniques, Faculté de médecine vétérinaire

Ce mémoire intitulé

Etude de la composition de la bile chez le chat en santé

et le chat atteint de cholangite

Présente par

Romain Huvé

A éte évalue par un jury composé
des personnes suivantes

Pierre Hélie
Président-rapporteur

Marie-Claude Bélanger
Directrice de recherche

Elizabeth O’Toole
Codirectrice

Claire Grosset

Membre du jury



Résumé

Les maladies hépatobiliaires sont fréquentes chez le chat. Il existe 3 types de cholangites
mais seule la cholangite neutrophilique requiert un traitement antibiotique. Des
antibiotiques sont parfois prescrits a tort notamment dans l'attente du résultat d’'une
culture de bile ou de foie, ce qui pose probléme dans le contexte d’antibiorésistance

actuel.

La composition de la bile est méconnue tant chez les chats sains que chez les chats

atteints de maladies hépatobiliaires.

Les objectifs de cette étude étaient d’évaluer plusieurs paramétres dans la bile de chats
sains et dinvestiguer [l'utilité de ces parameétres comme marqueurs prédictifs de

cholangite bactérienne.

Les chats ont été recrutés prospectivement et répartis en 3 groupes : 21 chats sains
(groupe 1) et 14 chats avec maladie hépatobiliaire suspectée : 9 sans infection
bactérienne biliaire (groupe 2) et 5 avec infection bactérienne biliaire (groupe 3). Une
cholécystocentése a été réalisée sur chaque chat. La bile a été utilisée pour cytologie,
culture et analyses biochimiques incluant le pH, le lactate et le glucose avec des appareils

au chevet du patient.

Les valeurs de référence de plusieurs parameétres biliaires chez les chats sains ont été
calculées et sont présentées dans cette étude. Le pH (p=0,88) et la concentration en
lactate (p=0,85) n’étaient pas significativement différents entre les 3 groupes. La
concentration en sodium (Na*) était significativement plus élevée dans le groupe 3
comparée au groupe 2 (p<0,05). Les concentrations en lactate et glucose ainsi que le pH

ne permettaient pas de prédire une infection bactérienne dans la bile.

Mots-clés : Composition de Ila bile, maladie hépatobiliaire, cholangite féline,

cholécystocentése, analyses au chevet du patient



Abstract

Hepatobiliary disease is common in cats and neutrophilic cholangitis is the most common
type. There are 3 types of cholangitis but only neutrophilic cholangitis requires antibiotic
treatment. However, antibiotics are sometimes incorrectly prescribed in patients,
especially while pending results of a culture of bile or liver tissue, which is problematic in

the context of current antimicrobial resistance.

Little is known about bile composition in healthy or diseased cats.

The aims of this study were to evaluate several analytes from the bile of healthy cats and

to investigate the usefulness of measuring these variables to predict bacterial cholangitis.

Cats were prospectively enrolled and divided into 3 groups: 21 healthy cats (group 1); and
14 cats with suspected hepatobiliary disease: 9 without bacterial biliary infection (group
2) and 5 with bacterial biliary infection (group 3). Percutaneous ultrasound-guided
cholecystocentesis was performed in each cat. Bile cytology and culture, as well as
analysis of bile including pH, lactate, and glucose levels using several point-of-care

devices, were performed.

Reference values for several bile analytes in healthy cats were calculated and are
presented in this study. The pH was not significantly different between the 3 groups
(p=0.88) nor was the lactate concentration (p=0.85). Sodium concentration was
significantly higher in group 3 compared to group 2 (p<0.05). Bile pH, lactate, and glucose

levels did not predict the presence of a bacterial infection in the bile.

Keywords : Bile composition, hepatobiliary disease, feline cholangitis,

cholecystocentesis, point-of-care analyzers
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Introduction

Les maladies hépatiques les plus fréquemment rencontrées chez le chat sont: la
lipidose hépatique, les cholangites et la nécrose hépatocellulaire (notamment liée a
des substances toxiques ou des médicaments). Une étude rétrospective sur 1217
biopsies hépatiques a montré que le diagnostic histologique le plus fréquent chez le
chat était la cholangite neutrophilique (20,5%) et que 6,8% des analyses histologiques

étaient compatibles avec une cholangite lymphocytaire (1).

Les cholangites sont regroupées en 3 catégories : neutrophilique, lymphocytaire et
chronique, cette derniére étant causée par des douves hépatiques (2, 3). Elles peuvent
étre associées a une pancréatite et/ou une maladie inflammatoire de l'intestin et
lorsque les 3 coexistent, le terme « triadite féline » est employé (4). Le diagnostic final

de cholangite est le plus souvent histologique ce qui le rend plus difficile ante-mortem
(5).

Le traitement de ces 3 formes de cholangites varie et une seule nécessite un traitement
antibiotique (6). Toutefois, de nombreux chats regoivent des antibiotiques avant le

diagnostic définitif d’infection biliaire ce qui, dans le contexte d’antibiorésistance actuel,

est préjudiciable (7).

Diverses analyses biochimiques des fluides corporels se sont révélées utiles dans la

détection d’'inflammation septique et en particulier le lactate (8), le glucose et le pH (9).

Les objectifs de cette étude étaient: 1- d’établir les valeurs de référence pour certains
paramétres biochimiques de la bile de chats en santé (en particulier glucose, pH et
lactate) ; 2- d’investiguer si certains parameétres de I'analyse biochimique permettent
de détecter une inflammation bactérienne septique de fagon fiable et rapide chez des

chats atteints de cholangite.
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L’hypothése de recherche était que la présence de bactéries dans la bile cause une
élévation de la concentration en lactate et une diminution du pH et du glucose

comparativement a la bile des chats sains.
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PARTIE A : REVUE DE LITTERATURE



Chapitre | : Pathophysiologie de I’appareil

hépatobiliaire

1. Anatomie du systéme hépatobiliaire

Le systéme biliaire du chat se compose de la vésicule biliaire, du canal cystique, du
canal biliaire commun, des canaux hépatiques, interlobaires et intra-hépatiques, des

canaux de Héring et des canalicules biliaires (Figure 1) (10).

Les hépatocytes ont une membrane basolatérale (membrane sinusoidale contenant
des microvillosités) et une membrane apicale polarisée (membrane canaliculaire) qui
contient les transporteurs impliqués dans la synthése de la bile. La membrane
basolatérale jouxte I'espace de Disse qui contient l'ultrafiltrat des sinusoides veineux

portes. Les canalicules hépatiques sont le site primaire de synthése de la bile (10).

La vésicule biliaire est reliée au canal biliaire commun par le canal cystique. Le canal
commun peut fusionner avec le canal pancréatique et former une ampoule avant
d’atteindre la papille duodénale ou ces 2 canaux abouchent de fagon distincte dans le

duodénum (11). Ces canaux abouchent a 'ampoule hépato-pancréatique (12).

La vésicule biliaire a pour réles principaux le stockage de la bile et la modification de
sa composition. Ainsi, la composition de la bile hépatique produite par le foie est
distincte de la bile stockée dans la vésicule biliaire (10, 13). Selon les études, le volume

médian de la vésicule biliaire s’étend de 2,34 a 2,8 ml chez le chat en santé (14, 15).

La muqueuse de la vésicule biliaire est recouverte de mucus et contient de fines
villosités qui permettent des échanges avec le contenu luminal. La paroi de la vésicule
biliaire est composée, d’'une muqueuse, d’'une musculeuse, de tissus conjonctifs et
d'une séreuse. Les glandes a mucus produisent de la mucine qui protége I'épithélium

luminal des effets cytolytiques des acides biliaires.

La vésicule biliaire et le canal biliaire commun sont innervés par le nerf vague. L’apport

sanguin artériel provient uniquement de I'artere cystique qui est une branche de I'artere

17



hépatique gauche (10). Le flux sanguin hépatique est régulé par le systéme nerveux

autonome et notamment par le monoxyde d’azote (NO) (16).

Le flux de bile qui entre dans la vésicule biliaire est lent et a basse pression. La pression
est exercée par la sécrétion de bile hépatique et par les contractions toniques du
sphincter d’Oddi. Ce sphincter permet un flux de bile a sens unique du canal biliaire
commun vers le duodénum ce qui limite les infections ascendantes en provenance du
tube digestif (10).

From liver

N . .
Right and left hepatic

ducts from liver
Cystic duct

~<—— Common hepatic duct

Common bile duct

% Pancreatic duct

Sphincter of Oddi

Duodenum

Gallbladder —™

-Hill Companies, Inc. All rights reserved.

Figure 1: Schéma indiquant I'anatomie du tractus hépatobiliaire.
Republished with permission of McGraw-Hill Education, from Functional Anatomy of the Liver
and Biliary System, Kim E. Barrett, Gastrointestinal Physiology, 2e, 2019; permission conveyed

through Copyright Clearance Center, Inc.
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2. La bile hépatique

Les fonctions de la bile regroupent entre autres : le transport des acides biliaires et

I'élimination des produits lipophiles et des xénobiotiques (10).

21. Composition de la bile hépatique

La production de bile hépatique est classée comme dépendante ou indépendante des
acides biliaires. Le mécanisme indépendant implique un transport actif de glutathion et
une augmentation de la concentration en chlore (CI) et bicarbonate (HCOz3") dans les
canalicules biliaires. La production dépendante des acides biliaires repose sur le

pouvoir osmotique de ces derniers (10, 17, 18).

La synthése de bile dans les canalicules biliaires est un processus continu d’'osmose
principalement controlé par des transports actifs primaires de composés organiques
dissous (comme le glutathion et les acides biliaires) qui sont ensuite suivis passivement
par 'eau, les électrolytes et éventuellement d’autres composés comme le glucose ou
les acides aminés (10, 19). En paralléle, des vésicules lipidiques se détachent de la
membrane apicale des canalicules biliaires pour former des micelles ce qui permet de
diminuer l'effet osmotique et cytotoxique du cholestérol et des acides biliaires sur

I'épithélium de la vésicule biliaire (10, 20).

2.1.1. Les acides biliaires

Chez le chat, les acides biliaires sont presque exclusivement conjugués a la taurine
(21). Les chats font comme d’autres especes, une sulfatation du groupe hydroxyle des
acides biliaires pour les rendre plus hydrosolubles et donc moins cytotoxiques (22).
Les acides biliaires conjugués majeurs chez le chat sont : 'acide taurocholique, I'acide
taurochénodeoxycholique et I'acide taurodéoxycholique (23, 24). La nature des acides
biliaires excrétés est importante car elle entraine une modification de la composition
en lipides de la bile. En effet, il a été démontré que la bile contenant de l'acide
taurocholique est moins riche en cholestérol comparée a la bile contenant de I'acide

taurochénodeoxycholique et I'acide taurodéoxycholique (24).
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2.1.2. Les électrolytes et I’équilibre acido-basique

Le pH médian de la bile hépatique de chat a été mesuré a 8,1, la pCO_ entre 5,83 et
5,91 kPa (entre 43,7 et 44,3 mmHgQ); la concentration en HCO3™ entre 102,3 et 103,7

mmol/L et la concentration en calcium a 1,11 mmol/L (25, 26).

La concentration en bicarbonates dans la bile est toujours supérieure a celle du plasma
ce qui est en faveur d’'un transport actif de cette molécule dans la bile (17). Bien que la
présence d’'une pompe n’ait pas été mise en évidence chez le chat, I'existence d'un co-
transport actif de Na*/HCOs a la membrane basolatérale des hépatocytes a été
démontrée chez le rat et le cobaye. De plus, des échangeurs CI/HCO3 et HCO3/HSO4

ont été trouvés dans la membrane des canalicules biliaires chez le rat (27, 28).

La concentration en calcium sécrété dans la bile est équivalente a celle du sérum, y
compris lors d’hypercalcémie, qu’elle soit aigué ou chronique (29). Ceci est compatible

avec une diffusion passive du calcium du sérum vers la bile.

2.2. Régulation de la production de bile hépatique

Selon les études, la production médiane de bile hépatique chez les chats en santé
s’étend de 0,87 ml/h a 2,4 ml/h (14, 15, 30, 31).

La production de la bile est notamment contrélée par des hormones, des autacoides
et le systéeme nerveux (Tableau 1). Ni le glucagon, ni la prostaglandine E2 n’influencent
le flux de bile hépatique (15, 17, 19, 30, 32-38).

Production de bile hépatique

Insuline

VIP

Sécrétine

Taurocholate de sodium

HCI dans le duodénum
Stimulation des récepteurs o
Somatostatine

— oo o>

Tableau 1 : Molécules impliquées dans la régulation de la production de bile hépatique.

1 : augmentation ; | : diminution
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3. Les canaux biliaires et le sphincter d’Oddi

3.1. Modification de la bile dans les canaux biliaires

La concentration en bicarbonate dans la bile et le volume de production de bile
augmentent dans les canaux biliaires sous linfluence du VIP et de la sécrétine.
L’administration d’acétazolamide, inhibiteur spécifique de I'anhydrase carbonique,
antagonise ce mécanisme. Ceci indique que le VIP et la sécrétine exercent leurs
actions au moins en partie via 'anhydrase carbonique dans les canaux biliaires. La
présence de lI'anhydrase carbonique dans les canaux biliaires et dans la vésicule

biliaire a été démontrée a l'aide d’une technique d'immunotransfert (17).

Une pompe est responsable de I'excrétion d’acides biliaires dans la membrane des
canaux biliaires hépatiques chez le chat (BSEP - Bile Salt Export Pump). Cette pompe
est ATP-dépendante (39). L’'excrétion d’acides biliaires a été quantifiée dans une étude

chez le chat et s’élevait a 14,6 mmol/h en médiane (31).

3.2. Régulation de la motilité des canaux biliaires

L’adrénaline et la morphine et ses dérivés, entrainent la contraction des muscles lisses
entourant les canaux biliaires. Ceci a pour effet de diminuer le flux de bile qui traverse

les canaux biliaires (40, 41).

3.3. Régulation de la motilité du sphincter d’Oddi

La motilité du sphincter d’Oddi repose sur une activité myogénique. Sa contraction peut

étre spontanée ou provoquée et a pour effet de diminuer le flux biliaire (42-45).

La motiline augmente la force de contraction du sphincter d’Oddi et sa fréquence de
contraction (45). De méme, le systéme nerveux sympathique permet une contraction
du sphincter via des récepteurs alpha (42-44, 46, 47). Enfin, il a été démontré que la
morphine induit une contraction du sphincter d’Oddi mais n’a pas d’action sur la motilité

de la vésicule biliaire (31).
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A linverse, la cholécystokinine entraine une relaxation du sphincter d’Oddi et une
augmentation du flux biliaire (42, 48). Les récepteurs béta-adrénergiques entrainent
une relaxation du sphincter (43, 44). Enfin, une distension des canaux biliaires, de la
vésicule biliaire ou du duodénum entraine une relaxation du sphincter d’Oddi (12, 49,
50). Le NO est un des neurotransmetteurs impliqué dans la relaxation du sphincter
d’Oddi (31).

4. La vésicule biliaire

4.1. Composition de la bile dans la vésicule biliaire

Dans la vésicule biliaire du chat a jeun en santé, le pH médian se situe entre 6,61 et
6,70, la pCO2 entre 9,39 et 9,47 kPa (70,4 a 71,0 mmHg), la concentration en HCO3"

entre 2,5 et 2,8 mmol/L (25, 26) et la concentration en calcium a 2,73 mmol/L (25).

4.2, Modification de la composition de la bile lors du stockage

dans la vésicule biliaire

4.2.1. Modification de la composition en eau

Lors du passage de la bile dans la vésicule biliaire, des échanges d’eau ont lieu entre
le plasma et la bile avec une médiane d’absorption nette de 0,15 mi/h a 0,78 mi/h (13,
17, 26, 30, 51-53).

4.2.2. Modification de la composition acido-basique

Lorsque la bile est stockée dans la vésicule biliaire, son pH diminue tout comme la
concentration en HCOj3™ tandis que la pCO2 augmente au cours du temps (25, 26, 30,
52). La diminution de concentration en HCO3 est probablement secondaire a la
sécrétion de H* qui neutralise le HCO3 pour former du CO- lequel diffuse a travers
I'épithélium de la vésicule biliaire. La diminution de concentration en HCO3 a été

mesurée en moyenne a 0,006 mmol/h chez le chat (25).
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4.2.3. Modification de la composition en électrolytes

Lors du stockage de la bile, il y a une diminution moyenne de la concentration de la
bile en Na* (0,156 mmol/h), CI- (0,167 mmol/h) et K* (0,0063 mmol/h) (30).

4.3. Régulation de la composition de la bile dans la vésicule

biliaire
4.3.1. Contréle de la composition en eau

Les échanges d’eau sont entre autres contrblés par la sécrétine et le VIP sanguin et
'acide chlorhydrique dans le duodénum. Ces derniers réduisent ou inversent les

échanges d’une absorption nette vers une sécrétion nette (13, 17, 26, 30, 51-53).

A l'inverse, la stimulation des nerfs splanchniques augmente I'absorption nette d’eau
ce qui concentre les acides biliaires et diminue le flux de bile (19, 25). La somatostatine
n’a aucun effet basal sur I'absorption d’eau ni sur la motilité de la vésicule biliaire. Elle

peut en revanche inhiber la sécrétion d’eau induite par le VIP et la sécrétine (37).

La cholécystokinine, le glucagon et le GIP (« Gastric inhibitory peptide ») n’ont aucun

effet sur les échanges d’eau (17, 32, 54).

4.3.2. Contréle de I’équilibre acido-basique

Les effets des différentes molécules impliquées dans I'équilibre acido-basique de la

bile dans la vésicule biliaire sont résumés dans le tableau 2.

La sécrétion de H* par la vésicule biliaire est augmentée par la stimulation du systéme
nerveux sympathique et peut étre bloquée par I'administration d’amiloride dans la
vésicule biliaire (26). L’amiloride bloque les pompes Na*/H* ce qui suggére leur

présence dans la vésicule biliaire des chats.

L’administration intraveineuse de VIP entraine une augmentation de la sécrétion de
HCOz3" et une diminution de I'absorption de CI- par la muqueuse de la vésicule biliaire
via un échangeur HCO3/CI (17, 25, 26, 30). Le VIP entraine également une diminution

de la sécrétion de H* par la muqueuse de la vésicule biliaire (17).
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La sécrétine inhibe la réabsorption de HCOg3™ et diminue la sécrétion de H*, ce qui

conduit a une augmentation du pH (17, 54).

Sécrétion de H* Sécrétion de HCO3"

Syst. nerveux sympathique )
Amiloride J
VIP d )
Sécrétine J J

Tableau 2 : molécules impliquées dans le contréle acido-basique de la bile dans la
vésicule biliaire.

1 : augmentation ; | : diminution ; Syst. : systéme

4.3.3. Contréle de la composition en électrolytes

Les effets des différentes molécules impliquées dans le contrdle de la composition
électrolytique de la bile dans la vésicule biliaire sont résumés dans le tableau 3 (17, 25,
26, 30, 54).

Sécrétion Sécrétion Absorption  Absorption  Absorption

de Na* de K* de CI de Ca?* de HCO3"
VIP 0 ) J J J
Sécrétine l l l J
Stimulation des T T

nerfs
splanchniques

Tableau 3 : molécules impliquées dans le controle de la composition électrolytique de
la bile dans la vésicule biliaire.

1 : augmentation ; | : diminution

44. Régulation de la motilité de la vésicule biliaire

La contraction de la vésicule biliaire est permise par I'action du systéeme nerveux
parasympathique, par la cholécystokinine et la motiline (12, 32, 48, 49). La présence
d’acide chlorhydrique dans le duodénum entraine une contraction de la vésicule biliaire
notamment via la libération de cholécystokinine (13, 55). La cholécystokinine entraine

une diminution de 22% a 46% du volume de la vésicule biliaire selon les études (32,
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55). De plus, il a été démontré que la stimulation du nerf vague facilite 'augmentation
du tonus de la vésicule biliaire induite par la cholécystokinine (56). Enfin, la substance

P peut entrainer une contraction de la vésicule biliaire (57).

La stimulation des récepteurs béta-adrénergiques entraine une relaxation de la
vésicule biliaire mais n’a pas d’effet sur sa fonction de concentration de la bile (54). Les
muscles lisses de la vésicule biliaire regoivent une innervation sympathique
noradrénergique inhibitrice (58). Enfin, la somatostatine peut inhiber la contraction de

la vésicule biliaire induite par la cholécystokinine (37).

La motilité de la vésicule biliaire n’est pas influencée par le GIP, le glucagon ou la

sécrétine (30).

5. Modification de la composition de la bile lors de

cholécystite

5.1. Modification des échanges d’eau

L’inflammation entraine une sécrétion nette d’eau (0,43 a 0,48 ml/h en médiane) alors
qu’il y a une absorption nette d’eau chez le chat en santé (31, 52, 53, 59-61). Ce
phénomeéne peut étre en partie expliqué par une augmentation de la concentration en
VIP et en NO dans la vésicule biliaire inflammée (31, 59, 62, 63).

De plus, lors de cholécystite, il y a une augmentation de la concentration en
prostaglandine E2. Cette augmentation est notamment liée a la sécrétion de
bradykinine dans la bile et a une augmentation de pression dans la vésicule biliaire.
L’augmentation de pression dans la vésicule biliaire étire sa paroi ce qui induit la
synthése de prostaglandines (15, 33, 61, 64-68). La prostaglandine E2 diminue
'absorption d’eau dans la vésicule biliaire, entraine sa contraction et ainsi une
cholérése (15, 33, 64-68). L’action de la prostaglandine est médiée par la stimulation

du systéme nerveux intrinséque de la vésicule biliaire (69, 70).
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Il a été démontré que la cyclooxygénase-2 est impliquée dans les cholécystites du chat
et que 'administration d’un bloqueur spécifique de cette enzyme inhibe 'augmentation

de la sécrétion d’eau secondaire a I'inflammation (71).

L’administration de lopéramide ou de morphine inhibe la sécrétion d'eau et la
contraction de la vésicule biliaire induites par l'inflammation tandis que la naloxone
rétablit ces mécanismes ce qui suggére une implication de récepteurs opioides (72-
74). De méme, I'administration d’un inhibiteur d’enképhalinase a permis de réduire la

sécrétion d’eau par la vésicule biliaire (75).

Enfin, bien qu’il y ait une augmentation de pression dans l'arbre biliaire lors de
cholécystite, la pression n’a pas d’influence sur le volume de bile produite par le foie
(69, 70).

5.2. Modification de I’équilibre acido-basique

Chez le chat en santé, le pH de la bile diminue tandis que la pCO2 augmente au cours
du temps lorsque la bile est stockée dans la vésicule biliaire. Ces effets ne sont pas
observés lors de cholécystite. Ceci est secondaire a une diminution de la sécrétion de
H* et une augmentation de la sécrétion de HCOs™ (31, 52, 53, 59-61).

5.3. Modification de la composition en électrolytes et en

albumine

Lors de cholécystite induite par implantation de calculs biliaires humains dans la
vésicule biliaire de chats, une augmentation de la sécrétion en calcium a été observee
(60).

Lors d’induction d’une cholécystite par perfusion de lysophosphatidylcholine (un
phosphoglycéride) dans la vésicule biliaire de chats, il a été démontré qu’elle sécrétait
activement de I'albumine (76). Le mécanisme pour expliquer cette sécrétion demeure

inconnu.
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Chapitre Il — Les cholangites félines

1. Cholangite neutrophilique

Cette forme de cholangite est la plus fréquemment diagnostiquée parmi les maladies

du tractus biliaire félin (77).

1.1. Etiologies

La cholangite neutrophilique est associée a une infection bactérienne du tractus biliaire.
Ces bactéries peuvent entrer dans le tractus biliaire par migration ascendante depuis
le duodénum ou par voie hématogene. Il existe deux formes de cholangite
neutrophilique: la forme aigué et la forme chronique. La forme aigué semble davantage
étre secondaire a des bactéries tandis que la forme chronique représente un stade plus
avancé de la forme aigué associée a une infection et/ou une inflammation persistante
(2, 78).

Dans une étude portant sur des chats atteints de cholangite, 83% des chats avaient
une maladie inflammatoire entérique concomitante, 50% avaient une pancréatite
chronique et 17% avaient une triadite (5). Une des théories pour expliquer la triadite
est celle du « canal commun » selon laquelle le canal pancréatique et le canal biliaire
se rejoignent en un canal commun avant d’entrer dans le duodénum (4, 11, 79). Cette
conformation anatomique favoriserait la remontée de bactéries du tube digestif a la fois
vers la vésicule biliaire et le pancréas (80). Cette hypothése est renforcée par le fait
que les cultures de bile se révélent plus souvent positive que les cultures de tissu

hépatique (81).

Ceci dit, une étude utilisant I'hybridation in situ par fluorescence (« fluorescence in situ
hybridization » - FISH) a révélé une quantité plus importante de bactéries dans le
parenchyme hépatique que dans le canal biliaire suggérant la possibilité de
translocation bactérienne dans le systéme porte (82). Une étude réalisée chez le chat
a mis en évidence qu’une infection du tractus biliaire était possible en injectant une

quantité variable d’Escherichia coli (E.coli) dans la veine splénique et que I'infection
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était facilitée lors d’obstruction des voies biliaires. La veine porte pourrait donc étre une

voie d’'infection hématogéne directe des voies biliaires (83).

L’implication d’Helicobacter spp. dans les cholangites/triadites est incertaine. En effet,
bien que cette bactérie ait été détectée par amplification en chaine par polymérase
(« polymerase chain reaction » - PCR) dans le foie et la bile de chats atteints de
cholangites neutrophilique ou lymphocytaire, elle a aussi été détectée chez des chats

avec des maladies hépatiques non inflammatoires et des animaux en santé (84-86).

1.2. Signalement

Selon les études, les chats atteints de cholangite neutrophilique ont un 4ge médian
variant de 9 a 9,5 ans (1, 77, 87). Les chats de race bengales pourraient développer
cette forme de cholangite plus précocement (dge médian de 3 ans) (1). Les chats
atteints de cholangite neutrophilique aigué sont plus jeunes que ceux atteints de
cholangite neutrophilique chronique (77, 88). Dans une étude, les chats atteints de
triadite étaient significativement plus vieux (médiane de 7,5 ans) que ceux atteints de
cholangite seule, de maladie inflammatoire intestinale seule, ou d’'une combinaison des
deux (médiane de 3,5 ans) (5). Aucune prédisposition de sexe ni de race n’a

actuellement été mise en évidence (5, 77, 87, 89).

1.3. Signes cliniques

Les signes cliniques sont souvent aigus (moins de 2 semaines) (90). Les plus fréquents
sont : léthargie, vomissements, perte de poids, et dysorexie (5, 77, 78, 87, 89). Les
vomissements et la dysorexie sont plus fréquents chez les chats atteints de triadite
comparé aux chats atteints de cholangite, de maladie inflammatoire entérique, ou des
deux combinés (5). A 'examen clinique, les anomalies possibles sont de la fievre, une
déshydratation, un ictére, de la douleur abdominale, ainsi qu’une hépatomégalie (77,
78, 89, 90). La fievre a été plus frequemment décrite dans la cholangite neutrophilique
chronique : 26% contre 14,3% pour la forme aigué (77). Une hépatomégalie a été

décrite chez 23% des chats atteints de cholangite neutrophilique chronique (77). Du
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ptyalisme peut survenir secondairement a des nausées ou a une encéphalopathie

hépatique (6).

Bien qu’il existe une distinction histologique entre la forme aigué et la forme chronique
de la cholangite neutrophilique, il existe un chevauchement important entre ces deux

formes cliniquement (77).

1.4. Hématologie

A 'hématologie, les chats peuvent présenter une neutrophilie. Un virage & gauche avec
toxogramme peut étre observé ainsi qu'une anémie. Plus rarement une neutropénie
est observée (5, 77, 78, 81, 88-90).

Dans une étude, une leucocytose était présente chez 2 chats sur 4 avec cholangite
neutrophilique aigué et chez 7 chats sur 23 avec cholangite neutrophilique chronique.
Dans cette méme étude, une anémie était décrite chez 3 chats sur 7 avec une
cholangite neutrophilique aigué et chez 7 chats sur 24 avec une cholangite
neutrophilique chronique. Aucune différence statistique n’a été calculée pour le
comptage leucocytaire, la présence d'un virage a gauche ou I'hématocrite entre les
cholangites neutrophiliques aigué ou chronique (77). Une corrélation positive modérée
a été mise en évidence entre les cholangites diagnostiquées en histologie, le comptage
neutrophilique et la fPLI (« Feline pancreatic lipase immunoreactivity »). Une
corrélation modérée négative a été mise en évidence entre les cholangites et

'albuminémie (5).

1.5. Biochimie

A la biochimie, lactivitt de [lalanine aminotransférase (ALT), [laspartate
aminotransférase (AST), la y-glutamyltranspeptidase (GGT) et la phosphatase alcaline
(ALP) peut étre augmentée ou normale (5, 77, 78, 81, 87, 89, 90). Dans une étude
rétrospective, les chats suspectés de maladie hépatobiliaire avaient plus fréquemment
une élévation de l'activité de 'ALT (75% des chats) comparativement a I'ALP (52% des
chats). L’augmentation était en moyenne 5,6 fois la valeur supérieure de l'intervalle de

référence pour 'ALT et 2,3 fois pour 'ALP (81). Dans une autre étude, l'activité
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médiane de la GGT était significativement plus élevée dans la forme aigué de la

cholangite neutrophilique comparée a la forme chronique dans une autre étude (77).

Une hyperbilirubinémie est parfois mesurée (5, 77, 78, 81, 87, 89, 90) et les chats
atteints de cholangite neutrophilique présentent généralement une concentration
sérique de bilirubine totale plus élevée que les chats atteints de cholangite

lymphocytaire (88, 89).

Aucun des parameétres biochimiques susmentionnés n’est prédictif d’'une culture

bactérienne de bile positive (81, 91).

Les signes de dysfonction hépatique telles qu'une encéphalopathie hépatique, une
coagulopathie, une hypoalbuminémie, une hypoglycémie, une urémie basse ou encore
une hypocholestérolémie sont rares. Les acides biliaires pré- et post-prandiaux
peuvent étre anormalement élevés quoique  non-interprétables lors
d’hyperbilirubinémie (6, 77, 89).

1.6. Imagerie

Aux radiographies abdominales, une hépatomégalie et des cholélithes peuvent étre
observés (5, 89).

L’échographie abdominale est considérée comme un examen requis pour le diagnostic
des cholangites d’apres la « World Small Animal Veterinary Association — WSAVA) (2).
La présence de certaines anomalies échographiques peut soutenir le diagnostic de
cholangite mais leur absence ne I'exclut pas (87). Entre 36% et 69,2% des chats
atteints de cholangite neutrophilique présentent des anomalies a I'échographie (5, 77,
87, 92) telles une distension des canaux biliaires (Figure 2), une distension de la
vésicule biliaire, la présence d’'un sédiment dans la vésicule biliaire et un foie
hyperéchogéne (77, 87, 93). La présence de sédiments dans la vésicule biliaire peut
toutefois étre observée chez le chat sain (85). Un épaississement de la paroi de la
vésicule biliaire (> 1mm) n’est pas toujours significatif mais a été associé a des
cholécystites bactériennes (Figure 3) (90, 92, 94, 95). D’ailleurs, I'anomalie la plus

fréqguemment associée a une culture positive est un épaississement de la paroi de la
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vésicule biliaire. Lorsque I'échographie est comparée a I'histologie du foie, la sensibilité
et la spécificité d’'un épaississement de la paroi de la vésicule biliaire sont
respectivement de 87% et 90% pour le diagnostic de cholécystite infectieuse ou non
(96).
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Figure 2: Image échographique d'un chat atteint de cholangite neutrophilique avec un
canal biliaire dilaté a 4,9 mm.

Avec la permission du service d’imagerie du Centre Hospitalier Universitaire Vétérinaire

(CHUV) de la faculté de médecine vétérinaire de I'Université de Montréal.

Les chats présentant au moins une anomalie échographique de la vésicule biliaire ont
21 fois plus de risque de présenter une culture positive comparativement aux chats
avec une échographie normale. La sensibilité et la spécificité de I'échographie pour
prédire le résultat de la culture de bile sont respectivement de 96% et 49%. La valeur
prédictive négative est quant a elle de 96%; la culture de bile a donc peu de chance
d'étre positive si la bile est prélevée dans une vésicule biliaire jugée

échographiquement normale (92). Les anomalies a I'échographie sont plus fréquentes
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dans la forme chronique de la cholangite neutrophilique comparée a la forme aigué (2).
Aucune anomalie ne permet de différencier une cholangite neutrophilique d’une

cholangite lymphocytaire a I'échographie (2, 87).
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Figure 3: Image échographique d’un chat atteint de cholangite neutrophilique avec une
paroi de vésicule biliaire épaissie a 3,2mm.
Avec la permission du service d’imagerie du Centre Hospitalier Universitaire Vétérinaire

(CHUV) de la faculté de médecine vétérinaire de I'Université de Montréal.

1.7. Préléevement de la bile

La cholécystocentése permet le prélevement de la bile par ponction de la vésicule
biliaire a I'aide d’'une aiguille fine. Elle peut étre réalisée de maniére échoguidée (Figure
4), ou encore par laparoscopie ou laparotomie (85, 97). La ponction transcutanée
échoguidée permet le retrait d’'un volume moyen de bile variant de 1,8 a 2,47 ml chez

des chats en santé (85, 98). Les complications associées a la cholécystocentése
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échoguidée chez des chats en santé incluent notamment une diminution d’appétit et

une douleur abdominale Iégére dans les 48h suivants la procédure (85).

Selon une étude récente, le taux de complications de la cholécystocentése échoguidée
est de 17% chez le chat atteint de maladie hépatobiliaire. Le taux de complications
mineures (obstruction de I'aiguille, ponction a deux reprises et pneumopéritoine) est de
4%. La complication majeure est la présence d’ascite aprés la cholécystocentése. Le
taux de complications majeures rapporté est de 13% (11/83) mais parmi les 11 chats
étudiés, 6 avaient de I'épanchement avant la cholécystocentése et tous les chats
avaient eu des biopsies ou cytologies du foie ou de la rate au méme moment, ce qui
aurait pu contribuer a I'épanchement (99). Le taux de complications majeures devient
donc difficilement interprétable pour statuer sur le risque associé a la

cholécystocentése seule d’aprés les données de cette étude.
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Figure 4: Image échographique montrant la procédure de cholécystocentése.
Avec la permission du service d’imagerie du Centre Hospitalier Universitaire Vétérinaire

(CHUV) de la faculté de médecine vétérinaire de I'Université de Montréal.
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Dans une autre étude, le taux de complications était de 2,8% avec pour complications
principales une hémorragie péritonéale juste aprés I'aspiration et une hémorragie dans
la lumiére de la vésicule biliaire (92). Enfin, Peters et al., (2016) rapportent un taux de
complication de 1% avec pour seule complication une fuite de bile au site de
cholécystocentése diagnostiquée par échographie (91). Dans une autre étude, un taux
de complication de 3/118 cholécystocentéses réalisées sur 51 chats a été décrit. Ces
3 chats sont mort d’'un arrét cardiorespiratoire durant I'anesthésie mais le lien direct

avec la cholécystocentése n’a pas été établi (97).

1.8. Examen cytologique et culture de la bile

D’aprés la WSAVA, la cytologie et la culture de la bile sont considérées comme des

examens complémentaires nécessaires pour le diagnostic de cholangite neutrophilique
(2).

Chez les chats en santé, la bile est stérile (6, 85). Chez le chat atteint de cholangite
neutrophilique, la cytologie peut révéler des neutrophiles et des bactéries. Les

bactéries peuvent parfois étre visualisés dans la bile avec ou sans neutrophiles
(Figures 5 et 6).

Dans une étude rétrospective portant sur des chats ayant eu une cytologie de bile, des
leucocytes ont été observés dans 15 des 81 échantillons de bile. Des neutrophiles ont
été observés sur les 15 et sur 8 d’entre eux, des lymphocytes ont également été mis
en évidence. Des bactéries ont été observées chez 18 chats sur 81 dont 10 avaient
une inflammation concomitante et 5 avaient des bactéries phagocytées par des
neutrophiles (91). La présence de bactéries n’est donc pas toujours associée a une
inflammation et réciproquement. Pour 57 chats sur 81, aucune bactérie ni cellule
inflammatoire n’ont été observées. La culture de bile s’est avérée positive pour 16 chats
sur 77. Il existait une concordance entre la présence de bactéries a la cytologie et une
culture positive pour tous les cas sauf un (91). La concordance entre la description de
bactéries a la cytologie et une culture positive peut toutefois étre inférieure a 50% selon
les études de sorte que la culture est toujours recommandée en plus de la cytologie
(99).
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Selon les études, entre 14 et 35% des cultures de bile provenant de chats suspectés

étre atteint de cholangite se sont avérées positives (81, 92, 99).

Bactéries

» 4 ' 20 pm
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Figure 5: Cytologie de bile d'un chat avec une cholangite neutrophilique bactérienne.
Des neutrophiles ainsi que des bactéries phagocytées sont observeés.
Avec la permission du service de diagnostic de la faculté de médecine vétérinaire de

I’'Université de Montréal.
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Figure 6: Cytologie de bile d'un chat avec bactibilie sans évidence d’inflammation.
Avec la permission du service de diagnostic de la faculté de médecine vétérinaire de

I’'Université de Montréal.

La culture de bile permet d’isoler le plus souvent des pathogénes entériques aérobies
(81, 90, 91, 99, 100). Les espéces les plus fréequemment isolées dans deux études
récentes étaient : E.coli et Enterococcus spp. (91, 92, 97). Dans 75% des cas, la culture
n’identifiait qu’'une espéce bactérienne et lorsque 2 espéces ou plus étaient isolées, les
2 bactéries co-infectantes les plus fréquentes étaient E.coli et Enterococcus spp. (92).
Parmi les anaérobies, Bacteroides est la bactérie la plus fréquemment isolée. La
culture est plus fréquemment positive dans la bile que dans le foie donc méme lors de
chirurgie pour biopsie hépatique, il est recommandé de prélever un échantillon de bile

pour les cultures aérobie et anaérobie (81, 99).
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Un cas de cholécystite neutrophilique a Candida albicans a récemment été rapporté
chez le chat (101).

1.9. Histologie/nécropsie

Macroscopiquement, le foie du chat atteint de cholangite peut apparaitre moucheté
avec un parenchyme qui peut étre plus pale a jaune clair. Une hépatomégalie est

également parfois notée (5).

Selon la WSAVA, I'histologie n’est pas considérée comme un examen nécessaire au
diagnostic final de cholangite neutrophilique contrairement a I'’échographie, la cytologie
et la culture de bile (2). Toutefois, I'histologie a été décrite et recommandée dans

plusieurs études.

Histologiquement, la cholangite neutrophilique est caractérisée par la présence de
neutrophiles dans la lumiére et/ou I'épithélium des canaux biliaires. Au stade aigué, de
'cedéme et des neutrophiles autour des espaces portes peuvent étre observeés.
L’inflammation  neutrophilique peut s’étendre au parenchyme hépatique
(cholangiohépatite) et dans de rares cas entrainer la formation d’abceés (2, 78, 89, 102).
Au stade chronique, une inflammation mixte avec infiltration de neutrophiles,
lymphocytes et plasmocytes, parfois associée a de la fibrose et une prolifération des
canaux biliaires, peut étre observée. Les |ésions peuvent varier en sévérité et affecter
le foie de fagon diffuse dans les cas les plus séveres ou avoir une distribution irréguliére

avec un nombre limité d’espaces portes affectés (2, 78, 89, 102).

Dans une étude rétrospective ou les chats ont été recrutés par diagnostic histologique
de cholangite, 31,8% avaient une lipidose, 65% avaient une pancréatite et 46% avaient
une entérite concomitante. Une triadite était présente chez 32% des chats (77). Dans
d’autres études, la fréquence de triadite était de 39% (103) et de 3 chats sur 5 (5).
L’entérite peut s’avérer plus séveére et plus souvent associée a un infiltrat neutrophilique
lorsqu’elle est associée a une cholangite en comparaison a une hépatite portale

lymphocytaire ou une absence de maladie hépatique (103).
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Dans de rare cas, une hépatite peut étre diagnostiquée en association a la cholangite
comme dans une étude ou 4 chats sur 30 avaient un infiltrat mixte de cellules
mononucléaires et de neutrophiles avec ou sans nécrose du parenchyme hépatique
(5). Considérant la distribution inégale des Iésions tant de cholangite que d’hépatite, il

est recommandé de prendre des biopsies dans plusieurs lobes hépatiques (5, 77).

1.10. Traitements

Le traitement consiste en une antibiothérapie idéalement basée sur une culture avec
antibiogramme. Si la culture est négative ou si un antibiotique est choisi
empiriquement, il doit &tre choisi selon les bactéries les plus fréquemment isolées dans
la bile (7, 90). Le spectre antibiotique doit couvrir les bactéries Gram positives aérobies
ce qui peut étre accompli avec I'amoxicilline/acide clavulanique, la clindamycine ou
encore les tétracyclines. Le spectre doit également couvrir les bactéries Gram
négatives aérobies ce qui peut étre obtenu avec une fluoroquinolone. Les
aminoglycosides peuvent remplacer les fluoroquinolones mais leurs néphrotoxicité et
ototoxicité limitent leur utilisation (81, 90). Enfin, le métronidazole peut étre ajouté pour

traiter des anaérobies telle que Bacteroides fragilis (90, 104).

La sensibilité des bactéries peut varier par région mais dans une étude réalisée a
'université du Wisconsin, 45% des souches d’'E.coli étaient sensibles a I'ampicilline,
67% a I'amoxicilline/acide clavulanique et >80% des bactéries Gram négatives étaient
sensibles au ciprofloxacin, a I'amikacine ou a la gentamicine. Toutes les souches
d’entérocoques étaient sensibles a la pénicilline et 86% étaient sensibles au

ciprofloxacin (81).

Au final, une couverture empirique a spectre large peut étre obtenue en associant une
fluoroquinolone, une pénicilline et du métronidazole ou en combinant une
fluoroquinolone avec I'amoxicilline/acide clavulanique ou la clindamycine (10, 81). En
dernier recours, et sur base d’'un antibiogramme, la vancomycine peut étre prescrite

sur des bactéries résistantes aux spectres classiques (105, 106).

Le traitement doit étre poursuivi pendant 4 a 6 semaines bien que les signes cliniques

s’améliorent en 1 semaine pour la plupart des chats. En cas d’infection sévére ou en
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présence de facteurs prédisposant qui ne peuvent pas étre corrigés (par exemple une
immunosuppression), un traitement de 8 semaines a été recommandé (90). Une autre
auteure recommande un traitement de 8 a 12 semaines ou jusqu’a normalisation de
'activité des enzymes hépatiques. Dans le contexte ou l'activité des enzymes
demeurerait élevée, une échographie, une cytologie de bile et des biopsies hépatiques

de suivi pourraient étre indiquées (10).

L’administration de corticoides est considérée dans les cholangites neutrophiliques
lorsque les biopsies contiennent relativement peu de neutrophiles et une prédominance
de lymphocytes et de plasmocytes mais aussi, si la réponse a une antibiothérapie
adéquate est mauvaise ou incompléte. Certains chats s’amélioreront cliniquement
grace aux corticostéroides mais il est difficile de savoir si cette évolution est reliée
directement a une amélioration de la maladie hépatique ou alors a une amélioration

des maladies concomitantes comme la maladie inflammatoire de l'intestin (80).

Les chats atteints de cholangite neutrophilique sont souvent malades de fagon aigué
et peuvent avoir besoin de soins intensifs. Une correction des désordres hydriques et
électrolytiques (notamment I'hypokaliémie et 'lhypophosphatémie) est nécessaire par
administration d’une fluidothérapie adaptée aux besoins du patient. Si les tests de
coagulation sont anormaux, I'administration de vitamine Ki est recommandée avant
biopsies puisqu’en cas de cholestase I'absorption de cette vitamine liposoluble est

compromise (4, 88, 107).

La réalimentation des chats est essentielle car elle aide a la guérison et limite le risque
d’une lipidose hépatique. Un alimentation entérale spontanée ne peut pas étre essayée
plus de 12 a 24h. Un stimulant d’appétit comme la mirtazapine peut étre administré
durant cette période (80, 108). Aprés un délai de 24h, un tube de réalimentation
nasogastrique ou cesophagien doit étre placé afin de nourrir 'animal (80). Une
nourriture riche en calories et en protéines est conseillée. Les protéines sont un
nutriment indispensable pour la régénération du tissu hépatique et ne doivent pas étre
restreintes, sauf en cas d’encéphalopathie hépatique (10, 80). Lors d’encéphalopathie

hépatique, le traitement consiste en I'administration de lactulose avec ou sans ajout
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d’antibiotiques (néomycine, métronidazole) et avec I'administration d’'une nourriture

plus restreinte en protéines (109).

La gestion de la douleur repose sur I'administration de buprénorphine, hydromorphone,
meépéridine ou butorphanol. Pour une analgésie a long terme, I'utilisation d’'un « patch »
de fentanyl est possible (80). L'impact des opiacés sur le flux biliaire des chats atteints

de cholangite demeure inconnu.

Les nausées/vomissements peuvent étre gérés par I'administration d’antiémétiques
comme le maropitant. Le métabolisme du maropitant est hépatique donc une réduction
de la dose est indiquée en cas de dysfonction hépatique (110, 111). Parmi les
alternatives possibles au maropitant se trouvent les antagonistes des récepteurs
sérotoninergiques 5-HT3 (ondansetron ou dolasetron). Les antagonistes des
récepteurs dopaminergique (tel que le métoclopramide) peuvent augmenter la motilité
du systéme gastrointestinal supérieur mais leur action antiémeétique centrale est
qguestionnable chez les chats puisqu’ils ont peu voire pas de récepteurs a la dopamine

dans la « chemoreceptor trigger zone ou CTZ» (80, 111, 112).

Une chirurgie thérapeutique est rarement indiquée mais peut étre nécessaire lors de
rupture de la vésicule biliaire, pour retrait de cholélithes ou pour décompression du
canal biliaire en cas d’obstruction. La cholécystectomie est nécessaire lors de rupture
de vésicule biliaire. Parfois la bile devient une boue épaisse qui peut obstruer le canal
biliaire ce qui nécessite la levée de I'obstruction par un flush du systéme biliaire extra-
hépatique (10, 80, 93, 104).

Lorsque les chats sont également atteints de maladie inflammatoire chronique de
I'intestin ou de pancréatite, d’autres thérapies peuvent s’avérer nécessaires comme

une supplémentation en cobalamine et une nourriture hypoallergénique (4, 80).

L’acide ursodéoxycholique peut étre bénéfique pour les chats atteints de cholangite. Il
agit en diminuant les lésions cellulaires associées a la rétention d’acides biliaires
toxiques, en améliorant I'excrétion des acides biliaires, en augmentant le flux biliaire
(cholérese), en diminuant les lésions mitochondriales, et il posséde des propriétés

antifibrotique et immunomodulatrice. Il a peu d’effets secondaires et le plus fréquent
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étant une légere diarrhée. La contre-indication principale est une obstruction avérée du
canal biliaire (80, 88, 90, 113, 114).

La vitamine E et le S-adénosyl méthionine (SAMe) peuvent étre prescrits pour leurs
proprietés anti-oxydantes. Le silymarin peut étre utilisé pour ses propriétés

hépatoprotectrices (115, 116).

1.11. Pronostic

Dans une étude, les chats morts des suites d’'une cholangite neutrophilique étaient au

nombre de : 3 sur 7 pour la forme aigué et de 11 sur 33 pour la forme chronique (77).

Dans une autre étude, sur 15 chats atteints de cholangite neutrophilique, la médiane
de survie était de 29,3 mois. Sept chats ont vécu moins de 1 an aprés les biopsies
hépatiques, 6 ont survécu entre 1 et 5 ans et 2 ont survécu plus de 5 ans. Parmi les 7
chats ayant vécu moins de 1 an, 5 avaient des maladies concomitantes (89). Dans
une autre publication, 47% ont vécu moins de 1 an, 40% ont survécu entre 1 et 5 ans

et 13% ont survécu plus de 5 ans (88).

2. Cholangite lymphocytaire

La cholangite lymphocytaire est une maladie chronique a progression lente (2).

2.1. Etiologie

La cholangite lymphocytaire est suspectée d’étre une maladie a médiation immunitaire
primaire ou secondaire a une infection bactérienne persistante. Toutefois, 'association
entre la cholangite lymphocytaire et I'infection n’est pas établie (77, 86, 117-120) et
I'utilisation du FISH n’a pas permis de mettre en évidence un plus grand nombre
d’eubactéries dans la bile de chats sains comparée a la bile de chats atteints de

cholangite lymphocytaire (117).

Les arguments en faveur d'un processus a médiation immunitaire sont la
prédominance de lymphocytes T infiltrant I'épithélium des canaux biliaires et le

parenchyme hépatique péri-portal, la présence d’agrégats de lymphocytes B dans les
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espaces portes et I'expression de complexe d’histocompatibilité majeur de classe Il

dans la membrane et le cytoplasme de I'épithélium des canaux biliaires (118).

L’implication d’Helicobacter spp. dans cette forme de cholangite est controversée (117,
121). Le FIV et le FeLV ne semblent pas prédisposer aux différentes formes de
cholangites (88, 122, 123).

2.2. Signalement

Les chats atteint de cholangite lymphocytaire sont souvent plus agés que ceux atteints
de cholangite neutrophilique mais cette maladie peut se déclarer a tous ages. L'age
meédian au diagnostic va de 11 a 12,3 ans mais avec un intervalle large de 6 mois a 21
ans qui se superpose donc a l'intervalle d’age des chats affectés par les cholangites
neutrophiliques (4 mois a 18,5 ans) (1, 87, 103, 117, 118, 122-124). Il n’y a pas de
prédisposition de sexe ni de race dans la majorité des études (1, 87, 103, 117, 118,
123, 124) mais les chats des foréts norvégiennes et les males étaient surreprésentés

dans une étude (122) de méme que les persans dans une autre étude (123).

2.3. Signes cliniques

Au début de la maladie, aucun signe clinique n’est observé (117, 123). Ensuite,
I'anorexie et la perte de poids sont les signes cliniques les plus fréquents comme pour
les cholangites neutrophiliques mais ils sont souvent intermittents et moins sévéres. La
fievre, les vomissements et la lIéthargie sont moins fréquents que dans les cholangites
neutrophiliques (88, 103, 119, 120, 122, 123). Dans une étude, I'ascite était le signe
clinique le plus rapporté (123). Comme pour les cholangites neutrophiliques, une

encéphalopathie hépatique peut survenir avec la cholangite lymphocytaire (123).

24. Bilan sanguin

Une leucoytose peut étre observée mais moins fréquemment que pour la cholangite
neutrophilique (79, 87). Une poikilocytose peut également étre observée (88). Dans
une série de cas, parmi les chats avec une cholangite lymphocytaire, une leucocytose

était présente chez 2 chats sur 3 et une anémie était présente chez 1 chat sur 3 (77).
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La cholangite lymphocytaire peut entrainer une augmentation de l'activité de I'ALP, de
'ALT, une hyperbilirubinémie totale, une augmentation des acides biliaires et une
hypergammaglobulinémie (119, 120, 122, 123). Dans la série de cas mentionnée
précédemment, aucun chat sur les 3 atteints de cholangite lymphocytaire n’avait
d’augmentation de l'activité de I'ALT ou de la GGT mais 2 chats avaient une
augmentation de l'activité de I'ALP et 1 avait une hyperbilirubinémie totale (77). Dans
une autre étude, lactivité de I'ALT était plus élevée dans les cholangites

neutrophiliques comparées aux cholangites lymphocytaires (88).

Chez les chats présentant de l'ascite, I'analyse du liquide révele un liquide riche en

protéines (123).

Lorsque les anticorps anti-nucléaires ont été mesurés, un seul est revenu faiblement
positif sur les 4 chats testés (123). Des études sur un plus grand nombre de chats

seraient pertinentes pour vérifier I'utilité clinique de ce test.

2.5. Imagerie

Les anomalies échographiques sont plus rares dans la cholangite lymphocytaire.
Lorsqu’il y a des anomalies, elles sont comparables a celle décrites dans les
cholangites neutrophiliques. Les chats atteints de cholangite lymphocytaire ont moins

souvent des changements pancréatiques concomitants (87, 103, 118).

2.6. Cytologie et culture de foie et de bile

L’échographie abdominale, la cytologie et la culture de la bile peuvent étre réalisées
pour investiguer les autre formes de cholangite mais le diagnostic de la cholangite

lymphocytaire est histologique (2).

2.7. Histologie

A Thistologie, la cholangite lymphocytaire est caractérisée par: la présence de
lymphocytes qui ciblent les canaux biliaires, une ductopénie, de la fibrose portale, une
infiltration de lymphocytes B autour des espaces portes et des lipogranulomes portes.

Des lymphocytes concentrés autour des canaux biliaires ou présents dans I'épithélium
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biliaire peuvent étre observés mais ne sont pas spécifiques de cette maladie. Des
plasmocytes et des éosinophiles peuvent étre également présents (2, 102, 117-120,
123, 125, 126).

Dans une étude, 25 chats sur 30 ont eu un diagnostic de cholangite lymphocytaire a
I'histologie. Vingt chats avaient également une maladie inflammatoire du tube digestif
(IBD) et 5 avaient une triadite (5).

Il est parfois difficile de distinguer une cholangite lymphocytaire et un lymphome a
I'histologie car dans les deux cas, les lymphocytes peuvent avoir une prédilection pour
les espaces portes (2). Une étude a montré que la présence de lymphocytes ciblant
les espaces portes, une diminution du nombre de canaux biliaires, une fibrose
péribiliaire, des agrégats de lymphocytes B mis en évidence par immunohistochimie
au sein des espaces portes, et des lipogranulomes portaux sont des critéres
histologiques en faveur d’'une cholangite lymphocytaire. L’amplification en chaine par
polymérase du géne de réarrangement pour les récepteurs des lymphocytes T (PARR)
peut étre une aide au diagnostic car 82,9% des chats avec cholangite lymphocytaire
ont un TCR polyclonal contre seulement 36,4% des chats avec lymphome hépatique
(117).

2.8. Traitements

Le traitement de la cholangite lymphocytaire repose sur I'administration de
prednisolone (119, 120, 123). L’administration d’antibiotiques n’est pas indiquée
considérant que cette forme de cholangite n'est pas associée a des infections
bactériennes (6). Un antibiotique peut étre prescrit empiriquement si 'animal est dans

un état critique en attendant le résultat des cultures.

La prednisolone est prescrite initialement a une dose de 1 a 2 mg/kg toutes les 24h par
voie orale. Aucune différence de survie n'a été observée entre les chats recevant
1mg/kg/jour et ceux recevant 2mg/kg/jour. En revanche, les chats recevant de la
prednisolone avaient une médiane de survie plus élevée que ceux recevant de 'acide
ursodéoxycholique seul (122). D’un point du vu histologique, I'inflammation diminuait

de maniére plus marquée chez les chats traités avec de la prednisolone comparé aux
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chats traités avec de I'acide ursodéoxycholique. Le nombre de cholangiocytes, de
cellules progénitrices, de fibroblastes et la fibrose ne variaient en revanche pas entre

les groupes (127).

Une fois les signes cliniques contrdlés, un sevrage progressif de la prednisolone est
recommandé sur 4 a 6 semaines. Une diminution de 25% de la dose toutes les 2
semaines jusqu’a atteindre 0,5 mg/kg toutes les 24h est une des fagons possibles de
réaliser le sevrage. La réponse clinique et les parametres biochimiques devraient étre
réévalués avant chaque diminution de dose. Une dose de 0,5 mg/kg une fois aux 2
jours peut ensuite étre conservée pour 4 semaines ou a long terme selon le contréle
clinique. ldéalement, des biopsies hépatiques de suivi devraient étre réalisées
préalablement aux modifications ou a l'arrét des traitements mais cet objectif est

difficilement réalisable en clinique (80).

L’administration de prednisolone a long terme est en général bien tolérée chez le chat
mais les signes cliniques secondaires au développement d’'un diabéte mellitus ou d’'une
insuffisance cardiaque congestive doivent étre surveillés. Le méthotrexate et
I'azathioprine ne semblent pas étre des immunosuppresseurs efficaces (88). Il n’y a
actuellement aucune étude démontrant l'efficacité d’autres immunosuppresseurs
comme la cyclosporine ou le mycophénolate mofétil. Il y a néanmoins des rapports de
cas utilisant le chlorambucil en association a la prednisolone pour les cas les plus

séveres (10).

L’acide ursodéoxycholique ne semble pas étre un traitement efficace de la cholangite
lymphocytaire chez le chat (122). Toutefois, ce traitement semble efficace chez
’humain (128). D’autres études prospectives sont nécessaires chez le chat avant de

conclure sur I'intérét de ce médicament (115).

Les autres traitements de support décrits pour la cholangite neutrophilique s’appliquent

pour la cholangite lymphocytaire.

La réponse au traitement est difficile a évaluer car cette maladie progresse lentement.
Une augmentation persistante de 'activité de I'ALT et/ou de la bilirubine totale pourrait

suggeérer une réponse inadéquate (88).
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2.9. Pronostic

Dans une étude, la médiane de survie de 23 chats était de 36,9 mois. Sept chats ont
vécu moins de 1 an apres les biopsies hépatiques, 10 ont survécu entre 1 et 5 ans et
6 ont survécu plus de 5 ans. Parmi les chats ayant vécu moins de 1 an, tous avaient

des maladies concomitantes (89).

Dans une deuxiéme étude, 30% des chats ont survécu moins d’'un an, 44% ont vécu

entre 1 et 5 ans, et 26% ont vécu plus de 5 ans (88).

Enfin, dans une autre publication, la médiane de survie était de 795 jours avec 74%
des chats qui ont survécu plus d’'un an, 56% qui ont vécu plus de 2 ans, et 35% plus
de 3 ans (122).

3. Cholangite chronique

3.1. Etiologies

La cholangite chronique est associée a des trématodes de la famille des Dicrocoeliidae
(Platynosomum spp.) et de la famille des Opisthorchiidae (Opisthorchis spp, Clonorchis

spp, Metorchis spp, Amphimerus spp.) (2, 6, 129, 130).

3.2. Cholangite chronique a Platynosomum spp.

Dans cette forme de cholangite, les chats s’infectent en mangeant des Iézards ou des

amphibiens contaminés (131).

Les régions endémiques sont les régions tropicales et subtropicales (130). La
prévalence de ce parasite varie selon les pays : 26% dans la zone métropolitaine de
Cuiaba (centre-ouest du Brésil) (132), 42,6% a Maracanau (nord-est du Brésil) (133)
et 81% sur Ille de St. Kitts (Caraibes) (134).

La sévérité dinfestation varie d’'un animal a l'autre avec un nombre de douves
dénombrées allant de 1 a 300 par chat. Il n'y a pas de prédisposition de sexe mais les

chats adultes sont plus souvent affectés que les chatons (133, 135). Les chats vivant
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en liberté sont plus a risque de développer cette infection comparativement aux chats
d’intérieur (136, 137).

La majorité des chats est asymptomatique mais la douve peut rester dans la vésicule
biliaire et les canaux biliaires et entrainer une inflammation voire une obstruction (130,
137-139). Des signes cliniques tels que dysorexie, léthargie, perte de poids,
vomissement, diarrhée ou ictére peuvent apparaitre (138-146). Une hépatomégalie a
été décrite (77, 141, 147). L’association entre la sévérité des signes cliniques et la
charge parasitaire est controversée (133, 136, 138). La mise en évidence de parasites
ne veut pas nécessairement dire qu’ils sont responsables des signes cliniques

considérant que la majorité des chats sont asymptomatiques (139).

A 'hématologie, une éosinophilie peut étre observée (138, 148). A la biochimie, une
augmentation de I'activité de 'ALT et 'AST mais pas de 'ALP a été décrite (135, 138,
141, 146). Ce résultat est compatible avec le fait que les cholangites chroniques

entrainent rarement une choléstase (16.7% des cas dans une étude) (135).

Une hypocobalaminémie et une hypo- ou hyperfolatémie ont été décrites avec ces

parasites (149).

A I'échographie abdominale, la vésicule biliaire peut apparaitre distendue avec une
paroi hyperéchogéne et un contenu variable (liquide anéchogéne ou boue biliaire). Les
canaux biliaires peuvent étre distendus et tortueux. Une hyperéchogénicité hétérogéne
avec un foie irrégulier et des vaisseaux sanguins hépatiques dilatés peuvent étre
observés (136, 137, 146, 150). Enfin, un rapport de cas a décrit un chat présentant des
structures kystiques dans le foie compatibles avec une dilatation des canaux biliaires
intra-hépatiques. L’aspiration des kystes a révélé la présence d'un transsudat avec un

grand nombre de parasites vivants (142).

Une analyse des matiéres fécales peut permettre la détection d’ceufs de douves (130,
151, 152). La technique d’analyse la plus sensible actuellement semble étre la
technique FLOTAC (151, 153). La sensibilité de I'analyse fécale dépend de I'excrétion
d’ceufs qui est intermittente, de la charge parasitaire, du nombre d’ceufs par gramme

de matiére fécale, et de la méthode d’analyse (150-152, 154). Des coprologies sériées

47



peuvent augmenter la sensibilité de détection des ceufs (147, 155). Une
cholécystocentése peut étre réalisée pour mettre en évidence les ceufs de douves dans
la bile par microscopie optique. Une étude a montré que le nombre d’ceufs dans la bile
était plus élevé que dans les matiéres fécales et donc que cette analyse peut se révéler

utile si des coprologies successives s’avérent négatives (150).

A la nécropsie, 'animal peut étre ictérique. Les canaux biliaires sont distendus et
peuvent étre observés en surface du foie a cause de I'épaississement de leur paroi.
Des douves peuvent étre retrouvées dans la vésicule biliaire ou les canaux biliaires
(130, 133, 135, 137, 156).

A I'histologie, les changements les plus fréquents sont : une prolifération des canaux
biliaires, une fibrose périportale avec parfois des ponts de fibrose, une cholangiectasie
et une cholangite périportale avec un infiltrat de lymphocytes, plasmocytes et
d’éosinophiles. La charge parasitaire ne semble pas corrélée a la sévérité des lésions
histologiques (135, 138, 139, 150, 155-158). La détection d’ceufs de parasites dans la
bile en microscopie est 1,6 fois plus sensible que la détection de douves adultes a la
nécropsie (133). Dans de rares cas, une pancréatite peut étre associée a ce type de
parasitose (149). Cette affection pourrait également prédisposer au développement de

cholangiocarcinome (159).

Le traitement consiste en 'administration de praziquantel mais les posologies décrites
sont trés variables. Dans un rapport de cas, I'administration de 5,75 mg/kg par voie
orale deux fois a 78 jours d’intervalle a permis une guérison compléte (160). Dans une
autre étude, une dose de 40 mg/kg ou de 75 mg/kg par voie orale était prescrite et les
deux ont permis une guérison compléte des chats. Toutefois, les auteurs ont observé
des vomissements et une perte d’appétit avec une dose de 75 mg/kg raison pour
laquelle ils recommandent une mono-dose de 40mg/kg (161). L’administration de 20
mg/kg de praziquantel en IM une fois par jour pour trois jours ou I'administration de

deux doses de 5mg/kg IM a quatorze jours d’intervalle n’est pas efficace a 100% (162).
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3.3. Cholangite a Opisthorchiidae

Dans cette forme de cholangite, les chats s’infectent en mangeant du poisson cru
contaminé (129, 163, 164). La prévalence d’infection dans les régions endémiques va

de 35a71,4% (165-167). Il n’y a pas de prédisposition de sexe, d’age ou de race (166).

La plupart des chats sont asymptomatiques sauf lors de charge parasitaire lourde (163,
166, 168).

Aucune anomalie autre qu’'une éosinophilie n’a été mise en évidence a ’'hématologie.
A la biochimie, I'activité de 'ALP, de 'AST et de I'ALT et la bilirubinémie totale peuvent
étre augmentées (163, 164, 166, 168, 169).

A I'échographie, un épaississement de la paroi de la vésicule biliaire et un foie
hyperéchogéne peuvent étre observés (166). Dans un rapport de cas, I'échographie a
mis en évidence une structure kystique anéchogéne dans le foie et une distension de
la vésicule biliaire et des canaux biliaires intra-hépatique. L’aspiration du kyste a permis

de retirer un liquide contenant des ceufs d’Amphimerus (169).

Comme pour les cholangites a Platynosomum spp., les ceufs de parasite peuvent étre

détectés dans les matiéres fécales par technique de flottation (169).

A Thistologie, une cholangite lymphocytaire et plasmocytaire, une hyperplasie des
canaux biliaires avec épaississement et fibrose de leur paroi et une fibrose
péricholangiale ont été décrites (168-170). Des dilatations kystiques des canaux
biliaires intra-hépatiques avec des douves a I'intérieur peuvent étre mises en évidence
(169, 171). Un cholangiocarcinome peut se développer secondairement a l'infection
(172).

Le traitement consiste en I'administration de praziquantel. Une étude a démontré que
pour les infections a O.viverrini, une seule dose de 40mg/kg de praziquantel permettait
une guérison dans 100% des cas (163). Dans une autre étude, une infection a
A.pseudofelineus a été traitée avec 3 doses de 40mg/kg de praziquantel IM sur 3 jours

consécutifs (169).
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Chapitre lll : Marqueurs d’infection bactérienne

1. Les lactates

1.1. Métabolisme des lactates

Les lactates sont des intermédiaires important pour la bioénergétique (173). lIs existent
sous deux formes : L-lactate ou D-lactate. Chez un animal en santé, plus de 99% des
lactates sont présents sous forme de L-lactate qui est produit par la voie de la
glycosylase ou par des bactéries commensales du tractus digestif des mammiféres
(173, 174). Bien que la plupart des tissus peuvent produire ou métaboliser le L-lactate,
50% de la production vient des muscles, du cerveau et du tissu adipeux. Parmi les
cellules sanguines, les globules rouges, les leucocytes et les plaquettes sont
respectivement responsables de 80%, 13% et 7% de la production de L-lactate. La
production de L-lactate est augmentée lors d’'une recrudescence du métabolisme
oxydatif des neutrophiles et elle peut étre multipliée par 6 lors de sepsis (173).
L’augmentation de la concentration en lactate pourrait en partie étre attribuable a la
glycolyse anaérobie des leucocytes et/ou une anoxie tissulaire attribuable a une
ischémie. Une mauvaise perfusion sanguine des tissus convertit le métabolisme des
carbohydrates de I'aérobie vers I'anaérobie entrainant la production de deux molécules
de lactate par molécule de glucose consommeée (175-177). Une autre hypothése pour
expliquer 'augmentation de la concentration en lactate est la production de lactate par
les bactéries (178-180). Enfin, un défaut de réabsorption des lactates lié a

I’hypoperfusion sanguine est possible (181).

Le D-lactate est produit en petite quantité par la voie de la glycosylase chez les
mammiféres et est le produit de fermentation bactérienne des carbohydrates. Sa
production peut étre augmentée chez le chat lors d’acidocétose diabétique et lors de
dysbiose (173, 182, 183). Le D-lactate peut étre un facteur contribuant a I'obtention

d’'un « gap » anionique élevé (173).
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1.2. Méthodes de dosage

Le L-lactate peut étre mesuré par ampérométrie ou spectrophotométrie. Le D-lactate
peut étre mesuré par chromatographie en phase liquide a haute performance, par

chromatographie en phase gazeuse ou par électrophorése capillaire (173, 181, 184).

2. Le glucose

Il est supposé que la concentration en glucose diminue dans un fluide septique a
mesure que la charge en bactéries augmente. Ceci pourrait étre secondaire a une
consommation du glucose par les bactéries, les cellules phagocytaires ou encore une

diminution du transport du glucose du sang vers le fluide septique (178-180).

3. Le pH

La diminution du pH lors d’infection d’un liquide cavitaire est probablement secondaire
a la production de lactate par la glycolyse des neutrophiles et le métabolisme des
bactéries (9, 178, 179, 185). Il a été démontré qu’une diminution de la pression partielle
en oxygeéne dans le liquide synovial entraine une diminution du pH, une augmentation
de la concentration en CO2 et de la concentration en lactate ce qui est en faveur d’'une

conversion de la glycolyse aérobie vers la glycolyse anaérobie (186, 187).

4. Utilité clinique des marqueurs prédictifs d’infection

bactérienne

Dans une étude rassemblant 18 chiens et 12 chats avec un épanchement péritonéal,
il a été démontré que la concentration en lactate n’était pas significativement différente
entre les animaux avec ou sans péritonite septique. Toutefois, chez les chiens, si la
différence de concentration en lactate entre le sang et I'épanchement était inférieure a
-2,0 mmol/L, I'épanchement pouvait étre qualifié de septique avec une sensibilité et
une spécificité de 100%. Le pH était significativement plus bas dans I'épanchement
des chats avec péritonite septique comparé aux chats sans péritonite septique. Chez

les chiens, une différence de concentration en glucose entre le sang et I'épanchement
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inférieure a 20 mg/dL (1,1 mmol/L) était 100% sensible et spécifique pour détecter une
péritonite septique. Chez les chats, cette méme différence était 86% sensible et 100%
spécifique (9). Dans une autre étude chez le chien, sila concentration en glucose dans
le plasma moins celle dans I'épanchement abdominal était supérieure a 20 mg/dL (1,1
mmol/L), la sensibilité était de 88,2% et la spécificité de 80% (188).

Dans une étude réalisée sur 14 chiens et 2 chats, un pH inférieur a 7,2, une pCO2
supérieure a 55 mmHg, une concentration en glucose inférieure a 50 mg/dL (2,8
mmol/L) et une concentration en lactate supérieure a 5,5 mmol/L dans I'épanchement

péritonéal était spécifique pour la détection du péritonite septique (189).

Dans une étude réalisée sur 19 chiens et 18 chats, la concentration en lactate dans le
sang et dans I'épanchement abdominal était plus élevée chez les chiens avec péritonite
septique comparés aux chiens avec une effusion non septique. Une concentration en
lactate supérieure a 2,5 mmol/L dans I'épanchement était 100% sensible et 91%
spécifique pour prédire une péritonite septique. Si la différence de concentration en
lactate entre le sang et 'épanchement était inférieure a -2.0 mmol/L, I'épanchement
pouvait étre qualifié septique avec une sensibilité de 63% et une spécificité de 100%.
Chez les chats, la concentration en lactate dans I'épanchement était significativement
plus élevée lorsque ce dernier était septique plutdét que non septique. De méme, la
différence de concentration en lactate entre le sang et I'épanchement était
significativement plus basse chez les chats avec un épanchement septique. Une
concentration en lactate supérieure a 2,5 mmol/L dans I'’épanchement était 67%
sensible et 67% spécifique pour prédire une péritonite septique. Si la différence de
concentration en lactate entre le sang et I'épanchement était inférieure a -0,5 mmol/L,
I'épanchement pouvait étre qualifié de septique avec une sensibilité et une spécificité
de 78% (190).

Dans une étude chez le chien, la concentration en lactate dans le liquide synovial était
plus élevée lors d’arthrite septique comparée a des articulations normales, des
articulations avec arthrose ou arthrite a médiation immunitaire. Une concentration en
lactate supérieure a 6,5 mmol/L permettait de différencier les chiens avec arthrites

septiques des autres avec une sensibilité et une spécificité de 100% (8). Dans une
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autre étude, il n’y avait pas de différence de concentration en lactate entre des chiens
avec ostéoarthrose secondaire a une rupture du ligament croisé cranial et des chiens

normaux (191).

La concentration en L-lactate dans le liquide céphalorachidien permet de différencier,
chez I'humain, une méningite septique d’'un méningite non septique a un seuil de 3,9
mmol/L avec une sensibilité et une spécificité de 93% et 96% respectivement (192).
Aucune étude n’a été réalisée pour ce type d’infection chez le chien ou le chat. De
méme, la concentration en L-lactate dans 'urine chez ’humain permet la distinction

entre une pyélonéphrite et une cystite bactérienne (193).

Aucune étude ne s’est intéressée a la concentration en L-lactate pour détecter une

infection dans la bile.
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Chapitre IV : Calculs des intervalles de référence et

comparaison des appareils de mesure

1. Calculs des intervalles de référence

Les valeurs de référence sont le plus souvent représentées par des intervalles de
référence comprenant 95% de la population de référence en santé. Les intervalles de
confiance autour des limites supérieure et inférieure de lintervalle de référence

fournissent une estimation de l'incertitude de ces limites (194).

Un minimum de 120 animaux est nécessaire afin d’établir des valeurs de référence
avec des tests non-paramétriques avec un intervalle de confiance de 90% des limites
de référence. Lorsque I'échantillon comprend 40 a 120 animaux, les méthodes robuste
ou paramétrique avec un intervalle de confiance de 90% des limites de référence
peuvent étre utilisées si les données suivent la loi normale tandis que la méthode
robuste est utilisée avec un intervalle de confiance de 90% des limites de référence si
les données ne suivent pas la loi normale. Lorsque I'échantillon comprend 20 a 40
animaux, la méthode paramétrique avec un intervalle de confiance de 90% des limites
de référence peut étre utilisée si les données suivent la loi normale tandis que la
méthode robuste est utilisée avec un intervalle de confiance de 90% des limites de
référence si les données ne suivent pas la loi normale. En dessous de 20 animaukx, il

n’est pas recommandé de définir des valeurs de référence (194).

Lors du calcul des intervalles de référence, 'identification et la correction ou le retrait
des valeurs aberrantes est capitale. Ces derniéres sont notamment les valeurs
extrémes qui proviennent d’animaux non représentatifs de la population en santé ou
les valeurs affectées par des erreurs pré-analytiques (mauvais échantillonnage),
analytiques, ou post-analytiques (erreurs de transcription). Des méthodes statistiques

de Dixon et Tukey existent pour détecter les valeurs aberrantes (194, 195).

De facon générale, plus un échantillon est petit plus l'incertitude sur les valeurs de

référence augmente et plus les intervalles de confiance sont étendus. Il a été
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recommandé que I'étendue de l'intervalle de confiance (WCI) n’excéde pas 0,2 fois
'étendue de lintervalle de référence (WRI) (WCI/WRI<0,2) (194-196). Toutefois,
I'obtention d’un ratio WCI/WRI<0,2 est impossible pour un échantillon de moins de 55
animaux. Dans une situation ou le ratio WCI/WRI est supérieur a 0,2, il est
recommandé d’obtenir un plus grand échantillon d’animaux ou de considérer une
valeur comme anormale lorsqu’elle est en dehors des limites inférieure et supérieure

des intervalles de confiance plutét qu’en dehors de l'intervalle de référence (196).

Afin de réaliser le calcul des valeurs de référence et des intervalles de confiance, le
logiciel « Reference Value Advisor » fonctionnant avec le logiciel Excel peut étre utilisé
(195).

2. Méthode pour comparer deux appareils de mesure

Afin de vérifier si deux appareils de mesure sont interchangeables, une étude de
comparaison doit étre réalisée. Cette derniére se réalise en plusieurs étapes

présentées ci-dessous.

2.1. Estimer I’erreur aléatoire

La premiére étape pour comparer deux appareils de mesure est d'estimer I'erreur
aléatoire pour chaque appareil. L'erreur aléatoire est le reflet de l'imprécision de
chaque appareil et est calculée par la déviation standard ou le coefficient de variation
des mesures. Les objectifs de ce calcul sont notamment de vérifier la validité des
mesures lorsqu’elles sont répétées sur un méme appareil et d’'identifier les valeurs
inattendues associées a des erreurs d’identification des spécimens ou de transcription
des données (197, 198).

2.2. Analyser les données

L’analyse des données débute par le calcul du coefficient de corrélation (r) qui est un
moyen de définir s'il existe une association entre deux appareils de mesure et s'il est
utile de réaliser une régression linéaire. Le coefficient de corrélation permet de mesurer

le degré d’association mais pas le degré d’interchangeabilité des appareils (197-199).
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Lorsque r > 0,975, la régression linéaire simple permet de savoir s'il existe une erreur
constante ou proportionnelle entre les deux appareils représentées réciproquement par
l'ordonnée a l'origine et la pente de la courbe de régression linéaire. Une erreur
constante est présente lorsque I'ordonnée a l'origine différe significativement de 0 et
une erreur proportionnelle est présente si la pente de la courbe différe significativement
de 1. Lorsque r < 0,975, une régression alternative doit étre utilisée comme la
régression de Passing-Bablock (197, 200-202).

L’erreur systématique est la différence entre la valeur mesurée par un appareil de
mesure testé et la valeur considérée comme vraie mesurée par un appareil de
référence. L'erreur systématique est composée des erreurs constante et
proportionnelle. L’erreur constante indique qu’'une méthode de mesure donne une
valeur systématiquement au-dessus ou en-dessous de la valeur de I'autre appareil de
mesure. L’erreur proportionnelle indique que la différence de mesure entre deux

appareils est proportionnelle a la valeur mesurée (197).

2.3. Juger I'acceptabilité des données

Il existe deux méthodes pour juger de I'acceptabilité des données mais celle utilisée
dans I'étude présentée dans ce manuscrit est basée sur I'impreécision inhérente. Avec
cette méthode, les données sont représentées dans un graphique de Bland-Altman.
En ordonnée se trouve la différence de mesure entre les appareils (A-B) et en abscisse
la moyenne de mesure entre les appareils ([A+B]/2). Ensuite, les lignes représentant
0 + les limites cliniquement acceptables sont ajoutées au graphique. Pour que les deux
appareils de mesure soient interchangeables, il faut que 95% des mesures soient

situées les limites cliniquement acceptables (197-199, 203-207).
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Abstract

Hepatobiliary disease is common in cats; however, little is known about the bile
composition in these diseased states nor in healthy cats. The aims of this study were
to evaluate several analytes from the bile of healthy cats and to investigate the
usefulness of measuring these variables to predict bacterial cholangitis. Cats were
prospectively enrolled and divided into 3 groups: 21 healthy cats (group 1); and 14 cats
with suspected hepatobiliary disease: 9 without bacterial biliary infection (group 2) and
5 with bacterial biliary infection (group 3). Percutaneous ultrasound-guided
cholecystocentesis was performed on each cat. Bile cytology and culture, as well as
analysis of bile including pH, lactate, and glucose levels using several point-of-care
devices, were performed. Reference values for several bile analytes in healthy cats
were calculated and are presented in this study. The pH was not significantly different
between the 3 groups (p=0.88) nor was the lactate concentration (p=0.85). Sodium
concentration was significantly higher in group 3 compared to group 2 (p<0.05). Bile
pH, lactate, and glucose levels were unable to predict the presence of a bacterial

infection in the bile.

Introduction

Cholangitis is a common disease in cats and neutrophilic and lymphocytic cholangitis
are often found on histopathology (1). In fact, three clinical syndromes have been
recognized in this species: neutrophilic, lymphocytic, and chronic cholangitis (2).
Neutrophilic cholangitis is most often associated with ascending bacterial infections of
gastrointestinal origin, lymphocytic cholangitis with an immune-mediated process, and

chronic cholangitis with liver fluke infestation (1-3).

Liver biopsy with histopathological evaluation is required for a definitive diagnosis,
making an ante-mortem diagnosis a challenge in certain clinical situations (1, 4).
Unfortunately, clinical findings, hematology, and serum biochemistry — particularly liver

enzyme activity — do not predict bacterial infection within the bile (3, 5).
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Percutaneous ultrasound-guided cholecystocentesis (PUC) has been described for bile
sampling and is a safe procedure in the cat. (6-8). Bile cytology may reveal white blood
cell infiltrates and/or bacteria, and bile culture is a more sensitive diagnostic tool to
confirm a septic process when compared to liver tissue culture (5, 9). However, some
controversy still exists since bile specimens with a positive culture result are not always
associated with cytological visualization of bacteria and vice versa (8, 9). Therefore,
the evaluation of other diagnostic tests to rapidly predict bacterial cholangitis in cats
would be of benefit in the clinical management of these patients. Measurement of
various biochemical variables in certain body fluids of dogs and cats — particularly
lactate, glucose, and pH — have been useful in the detection of bacterial infection, but

these analytes have never been tested in bile (10, 11).

The main hypothesis of this study was that the presence of bacteria in bile would alter
biliary composition and would result in an increased lactate concentration, a decreased
pH, and a decreased glucose concentration as compared with the bile of healthy cats.
The aims of this study were: 1. establish reference values for several analytes within
the bile of healthy cats - including pH, glucose, and lactate - using point of care blood
gas analyzers (POC), 2. evaluate the repeatability and level of agreement of these POC
analyzers, and 3. investigate whether any of these analytes could predict bacterial

cholangitis in cats.

Materials and methods

This study was designed as a prospective clinical observational study and received

approval from the institutional animal ethics committee.

The healthy group (group 1) consisted of cats older than 1 year of age enrolled from
our institutional teaching colony. Cats were deemed healthy based on history, physical
examination by a board-certified internist or criticalist, complete blood cell count, serum
biochemistry, measurement of total thyroxine concentration if they were = 4 years of
age or if a thyroid nodule was palpated, FeLV/FIV testing (Combo Plus FIV/FelLV;

IDEXX Laboratories, Markham, Ontario), urinalysis, and abdominal ultrasound. All
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healthy cats received the same diet (Royal Canin Veterinary Diet, Feline adult dry food,

Puslinch, Ontario) for at least one week prior to enroliment.

Client-owned cats with suspected hepatobiliary disease (affected cats) were enrolled
after informed consent had been obtained from the owners. To be considered for
enrollment in this group, the cats had to have clinical signs that could be attributed to a
hepatobiliary disease (i.e. anorexia, lethargy, vomiting, diarrhea, icterus, weight loss or
some combination of these signs). Moreover, they had to show increased
concentrations of ALT, ALP, GGT, or total bilirubin on serum biochemistry and/or,
demonstrate sonographic hepatobiliary abnormalities. Cats were excluded if they had
received antibiotics within 7 days prior to enrollment in the study, received oral
corticosteroid therapy within 3 months prior to enroliment in the study or if total thyroxine
concentration was above reference range. Affected cats were further subdivided into
those with non-infected bile (group 2) and those with bacterial infected bile (group 3)
according to biliary cytology and culture results. Affected cats were included in group 3
if a positive culture was obtained or if bacteria were observed on cytology by a board-
certified clinical pathologist blinded to the history, clinical findings, and culture results
of the animal. A complete abdominal ultrasound was performed by a single board-
certified radiologist with a specific focus on size and echogenicity of the liver, common
bile duct diameter and wall thickness, gallbladder wall appearance and thickness, and
appearance of the bile in the gallbladder (i.e. the presence of biliary sludge). The bile
specimen was obtained via PUC under anesthesia using a short-acting intravenous
anesthetic protocol. Healthy cats received buprenorphine 0.02mg/kg IV (Vetergesic,
Champion Alstoe Animal Health Inc, Whitby, Ontario) and alfaxolone up to 2mg/kg IV
to effect (Alfaxan, Jurox Animal Health, Rutherford, New South Wales, Australia). The
anesthetic protocol for the affected cats was established individually at the discretion
of the attending anesthesiologist. The gallbladder was emptied as completely as
possible during the procedure and if a volume of less than 1 ml of bile was obtained,
the cat was excluded from the study. Several drops of bile were introduced into an
anaerobic transport medium (Starswab Anaerobic Transport System, Starplex,

Etobicoke, Ontario) and immediately transported to the laboratory. 200l of bile were
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placed in an EDTA tube; direct and centrifuged bile smears were prepared immediately
after collection. The remainder of the bile was utilized for analyte measurements with a
lactate analyzer (Lactate Pro, Arkray Inc, Edina, Minnesota, USA), a glucometer
(AlphaTrak 2, Zoetis, Kirkland, Quebec), and POC analyzers: i-STAT (EC8+ cartridge,
i-STAT Handheld Analyzer, Abbott point-of-care, Mississauga, Ontario) and Enterprise
point-of-care (EPOC) (Element POC, Heska corporation, Barrie, Ontario). All analyte
measurements were performed within 20 minutes of specimen collection. The
measurement of the biochemical variables occurred in the following manner: first, the
lactate and glucose concentrations were measured 3 times on each sample with the
handheld analyzers, then measurements with POC analyzers were performed one after
the other beginning with the EPOC device. The biochemical variables of primary
interest in this study were the pH, lactate, and glucose; however, the POC analyzers
also provided additional results. The POC analyzers measured lactate and glucose
concentration via amperometry. The handheld lactate and glucose analyzers also
measured lactate and glucose concentration via amperometry. Furthermore, pH, Na+,
K+, iCa2+ (only on the EPOC), CI- and PCO2 were measured via potentiometry and
the hemoglobin via conductometry on both POC analyzers. Bicarbonate, base excess
(BE), total carbon dioxide (TCO-), hematocrit (HCT), and anion gap (AG) are calculated

values on both POC analyzers.

A power calculation was not performed at the start of this study due to the lack of clinical
information available to enable this calculation. Therefore, the number of animals
required to observe a statistically significant difference in the lactate variable was
calculated based on preliminary results of the study. At the time of the calculation, 8
healthy cats and 5 affected cats had been enrolled. A sample size calculation revealed
that a minimum of 7 cats in the healthy group and 7 cats in the affected group were
required to demonstrate a statistically significant difference in lactate concentration at
an alpha threshold of 5% with a t-test for 2 independent samples at a power of 85%.
Given this calculation our goal was to enroll 20 affected cats to be able to perform a
method comparison experiment between the POC analyzers and the handheld lactate

analyzer and to compare analyte differences between the various clinical groups.
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Furthermore, we aimed to enroll a minimum of 20 healthy cats such that reference
values (RV) for the biochemical variables could be calculated. RVs were established
and confidence intervals (Cl) around the upper and lower reference limits were
calculated following guidelines from the American Society for Veterinary Clinical
Pathology (ASVCP) (12) with Reference Value Advisor v2.1 macro (13). Outliers in the
data were identified using Dixon and Tukey methods. Parametric or robust methods
were used and 90% Cls around the reference values were determined using bootstrap
methods. Cls provide an estimate of the uncertainty of the RVs limits and should not
exceed 0,2 times the width of the Rls; WCI/WRI ratios (width of the Cl/width of the RVs)
were calculated and considered acceptable if <0.2 (12). The reliability of each machine
was assessed based on the calculated coefficient of variation (CV) for each analyte
(14) and compared to published precision targets in the blood (15-17). To evaluate the
interchangeability of the POC machines a method comparison study was performed.
Pearson’s coefficients of correlation were calculated between the machines for each
analyte of interest to determine if there was a significant correlation between them and
which regression model was to be applied for data analysis. If there was no significant
correlation between the machines, no regression analysis was performed. Regression
analysis was performed wusing a web-based software (App URL:
bahar.shinyapps.io/method_compare/) and was used to detect presence of a
proportional and/or constant error. To graphically evaluate the data, Bland-Altman plots
were constructed for the following analytes (pH, PCO2, Na*, K* and Lactate) by plotting
%Difference (i-STAT-EPOC) against the mean value of both methods for each variable
using GraphPad Prism 8 software (Graphpad Software Inc, San Diego, California,
USA) (18). The method of comparison between the POC analyzers was analyzed by
the Bland Altman method and with the application of preset clinically acceptable levels
of agreement (17, 19, 20). As there are no published preset analytical specifications for
bile, the authors subjectively created clinically acceptable target values for agreement
based on published whole blood results for the analytes of interest, prior to the start of
the study (15-17, 21). For the two methods to be interchangeable, 95% of the data
points had to fall within the clinical limits of agreement (19). In order to evaluate the

difference between analytes in the 3 groups, a Kruskal-Wallis test was used for the
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initial comparison of the various analytes and the Mann-Whitney test was performed
for follow-up pairwise comparisons if the p-value of the Kruskal-Wallis test was <0,05.
Each p-value was divided by 3 to get the Bonferroni corrected p-value for the Mann-
Whitney test. All analyte data were evaluated for normality using Anderson-Darling test.
The software SPSS (IBM SPSS Statistics 25, Markham, Ontario) was employed for this

analysis.

Results

For group 1, forty cats were recruited and twenty-one were included. Cats were
excluded for the following reasons: stomatitis (n=1), heart murmur associated with an
obstructive hypertrophic cardiomyopathy (n=1), abnormalities on CBC or biochemistry
(n=2), abnormalities detected on the abdominal ultrasound (n=11; 9 cats with significant
changes in intestinal wall thickness, 1 cat with a duodenal mass and 1 cat with signs
consistent with feline triaditis), volume of collected bile <1ml (n=1), cytology not
consistent with bile (n=1), positive bile culture with bacterial skin contaminants (n=2).
Fourteen client-owned cats were included in the affected group: nine in group 2 and
five in group 3. White bile was present in two cats (one in group 1 and one in group 2).
These cats were excluded from the study because cytology slides did not contain any

material, so the fluid could not be confirmed as being bile.

The median age for the healthy cats was 2.9 years [1-5.2] and for the affected cats was
10.9 years [2.8-14]. The affected cats were significantly older than healthy cats
(p<0.0001). Within the healthy group there were 4 castrated males, 13 spayed females,
and 4 females, and in the affected group there were 3 castrated males and 11 spayed
females. No statistical difference in sex distribution was observed between the healthy
and affected cats (p=0.45). In the affected cats, the clinical signs and physical
examination findings most frequently observed were anorexia (n=13), vomiting (n=12),
lethargy (n=9), dehydration (n=8), hyperthermia (n=5), weight loss (n=5), and icterus
(n=4).

Calculated CV for pH, PCO2, HCO3", Na*, K*, glucose, and lactate for each of the POC

or handheld analyzers are presented in Table 4. As glucose concentration was
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undetectable in a majority of bile specimen, further data analysis was not performed.
The CV for each of the analyzers was below that of the recommended precision targets
on blood, thus demonstrating that the machines were repeatable and reliable for the
measurement of the analytes of interest in bile. The calculated RVs and 90% Cls
around the reference upper and lower reference value for the EPOC and the handheld
lactate analyzer are presented in Table 5. Similar calculations were performed for the
i-STAT POC analyzer (data not shown). It was not possible to establish RVs for chloride
and hematocrit as they were not within the measurement range of the POC analyzers.
The glucose concentration was beneath the lower limit of detection for the handheld
glucometer (<1.1 mmol/l) for all healthy cats with the exception of 2 cats that had a
glucose concentration of 1.2 mmol/l and 1.3 mmol/l, respectively. The WCI/WRI ratio

was between 1.3 and 1.6 for all analytes on the EPOC machine.

Correlation statistics for the i-STAT-EPOC and the Lactate-EPOC analyzers are
reported in Table 6. The Pearson’s correlation coefficient (r) was not statistically
significant for the lactate analyte and therefore, no regression was performed for this
analyte. The Passing-Bablok regression analysis revealed the presence of proportional
and constant errors in pH and Na+ and only a constant error in HCO3™ and K* analytes.
Agreement using Bland-Altman graphs and preset clinically acceptable levels of
agreement were assessed for pH (Figure 7), PCO,, HCO3', Na® and K*, and there was
no acceptable level of agreement between the machines for any these analytes (Table
7).

In group 3 there were 5 cats that met the inclusion criteria; one cat showed bactibilia
on cytology, one cat had a positive culture but no bactibilia on cytology, and the
remaining three cats had both cytologic bactibilia and a positive culture. Of the latter 3
cats, 2 had degenerated neutrophils present on cytology. Positive culture results
identified the following bacteria: E.coli (n=3), Streptococcus alpha-hemolytic (n=1), and
Enterococcus faecium (n=1). One cat had multiple bacteria present (E.coli and

Enterococcus faecium).

All analyzers yielded results among healthy cats, however, this was not the case in the

affected cats. For example, it was not possible to measure pH with the i-STAT machine
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for 4 affected cats (three in group 2 and one in group 3) and with the EPOC machine
for one cat in group 2. The authors therefore chose to make comparisons between the
3 groups utilizing only the EPOC and lactate analyzers as they subjectively performed
better.

On the EPOC analyzer, there was no significant difference between the 3 groups for
the pH (p=0.88) and lactate (p=0.85) analytes (Figures 8A and 8B). Furthermore, there
were no statistically significant differences between the groups when lactate was
analyzed with the handheld lactate analyzer (p=0.72). Sodium and PCO. were
significantly higher in group 3 compared to group 1 (p<0.01) and Na+ was significantly
higher in group 3 compared to group 2 (p<0.05) (Figures 9A and 9B). The potassium
was significantly lower in group 2 compared to group 1 cats (p<0.01) (Figure 9C). The
Na/K ratio was significantly lower in group 1 compared to group 3 (p<0.01). Glucose
concentration in the bile of affected cats was always less than 1.1 mmol/l with the
exception of one cat in group 3 (3.5 mmol/l) and one cat in group 2 (23.7 mmol/l) which
were both diagnosed with diabetes mellitus. The diagnosis was made based on

consistent clinical signs and the presence of persistent hyperglycemia and glucosuria.

Discussion

The primary objective of this study was to measure several analytes of bile in healthy
cats and to investigate whether these analytes had any predictive properties for the
early detection of biliary bacterial infection in cats with suspected cholangitis. In order
to accomplish this goal, we investigated the use of POC analyzers and handheld lactate
and glucose analyzers. These were employed to assess if they could provide rapid and
reliable cage-side results on bile in healthy cats and cats with suspected hepatobiliary
disease. All analyzers were deemed repeatable and reliable, with the exception of the
glucometer as the measured values for biliary glucose concentration in the majority of
cats were below the detection threshold. Subjectively, the EPOC analyzer performed
better than the i-STAT analyzer in the affected cat group and was therefore utilized for

the clinical comparisons.
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Reference values were calculated for all analytes on the EPOC and i-STAT machines,
however, the WCI/WRI ratios were higher than those recommended by the ASVCP
guidelines. This was expected as it has been demonstrated that under real conditions,
the WCI/WRI < 0.2 requirement cannot be fulfilled for reference sample groups with n
< 55 (22). Although clinically useful, caution should therefore be employed in the
application of the RVs presented in this preliminary study to a more generalized
population as there is likely significant variability due to the small reference sampling
group. Furthermore, when the imprecision of the reference limits is high, it is
recommended that the point at which a result may be considered abnormal should not

be the reference limit, but rather the upper and the lower limit of the CI (22).

There was no agreement between the POC analyzers for any of the analytes evaluated
and there was no significant correlation between the EPOC and handheld lactate
analyzers for the lactate analyte. The lack of agreement between these POC analyzers
is also present in canine blood and therefore it may not be surprising that there were
similar results in bile (17). This implies that if bile acid-base balance, electrolytes, or
lactate variables are to be monitored, the same analyzer must be employed for these

measurements.

POC analyzers did not always yield results among affected cats. Clinically, an alteration
in the viscosity of bile was observed in several of them and we hypothesized that this
was the main reason for the inability to obtain results. Indeed, when the viscosity of the
bile is increased it may not flow within the cartridge to gain access to the measurement

electrodes.

A specific clinical goal of this study was the evaluation of pH, glucose, and lactate
analytes to assess if they were able to predict the presence of bacteria in the bile of
affected cats. There was no difference in lactate concentration among the groups with
either the EPOC or handheld lactate analyzer. A reason for these results could be that
these analyzers only detect the L-lactate whereas bacteria may synthesize both the L-
lactate and D-lactate stereoisoforms (23). Considering that the measurement of D-
lactate is currently only available in specialized laboratories (23) and that the clinical

purpose of this study was to evaluate bedside tests, this measurement was not

67



performed. The small number of affected cats also represents an important limitation

in this preliminary study to detect a difference among the groups.

The bile of healthy cats contained little or no glucose. This corresponds to what has
been observed in human, rabbit and rat bile. In rats, the intracellular concentration of
free glucose in the liver has been found to parallel the plasma concentration (24) but
cholangiocytes possess sodium-glucose transport proteins on the apical membrane
and glucose transporters on the basolateral membrane that allow for the reabsorption
of glucose from the bile to the liver (25). It is therefore possible that cholangiocytes in
cats also contain comparable channels for glucose reabsorption, however, further
studies are required to confirm this hypothesis. One interesting finding in the present
study was that glucose was detected in the bile of two diabetic cats. In rats and humans,
glucose may be present in the bile when there is a supraphysiologic level of glucose in
the blood which exceeds the threshold for biliary glucose reabsorption (24, 26). It is
probable that there is a similar mechanism for the reabsorption of glucose from the bile
in cats, however this remains to be determined. Given the preliminary results reported
in this study, the measurement of neither glucose, pH, nor lactate in the bile is useful

to predict the presence of bacteria in the bile of cats.

The pH of bile in healthy cats in this study was 7.6 £ 0.2 (mean * standard error of
mean) and was higher than previously described in other studies: 6.61 £ 0.29 (27); 6.70
+ 0.14 (28). These differences may be attributed to the different analyzers utilized or to
the duration of pre-sampling fasting time which was 12h in our study versus 24h in the
other studies, as it has been demonstrated that there is a continuous acid secretion by
the mucous membrane of the gallbladder (27), Also, the influence of diet on biliary
composition in the cat has not been investigated. In this study, healthy cats were all fed
the same commercial cat food for 7 days prior to study enrollment. This time was
chosen arbitrarily, however, after the beginning of this study, it was demonstrated that
high-fat—high-cholesterol diet or a low-fat diet for 2 weeks induced changes in
gallbladder bile acid composition and gallbladder motility in dogs (29). Given these
results in the dog, an alteration in the diet of 7 days may be insufficient to account for

any dietary changes in the bile of cats.
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Generally, the lower pH in septic effusions is due, in part, to the production of lactate
from neutrophilic glycolysis and bacterial metabolites (10). The fact that the pH was not
significantly different between the groups in this study may partially be explained by the
lack of significant difference in lactate between the groups or the small number of cats

with neutrophils present on cytology.

The PCO2 was significantly higher in group 3 compared to group 1. This is in contrast
to a study where a buffer solution was instilled into a cannulated gallbladder and
demonstrated a pH decrease and PCO: increase in normal feline bile and no alteration
of pH or PCO:z in the presence of inflammation (30). These divergent results could be
attributed to the fact that the inflammation was not septic in the latter study. The
increase of PCO2 may result from the reaction between H* and bicarbonate ions,

yielding CO- and water (31) but further studies are warranted to confirm this hypothesis.

Sodium was significantly higher in group 3 compared to groups 1 and 2. There may be
a net loss of free water in the bile in the presence of bacterial infection. However, this
seems unlikely considering the fact that in an inflamed feline gallbladder there is a net
secretion of water whereas in the normal gallbladder there is a net absorption (30). As
the Na/K ratio was significantly lower in group 1 compared to group 3 in this study, an
alteration in the function of the Na*-K*-ATPase pump (31) in the gallbladder wall in the
presence of inflammation and/or infection is suspected. Some factors hypothesized to
contribute to Na*-K* pump dysfunction include membrane damage, impaired ATP
production, or impaired hormone receptors involved in transport control, such as
aldosterone. Indeed, it has been demonstrated in the rabbit that aldosterone has an
influence on sodium excretion in the bile (32, 33). The effect of aldosterone on bile

composition in the cat is unknown, however this merits further investigation.

There are several limitations to this study. Firstly, the diagnosis of hepatobiliary disease
was a presumptive diagnosis as liver biopsies were not performed to definitively confirm
the diagnosis histologically. Since only 2 of the 5 cats in the bacterial infected group
had neutrophils observed on cytology, a transient bactibilia instead of an infection
cannot be totally excluded. However, bile of healthy cats is deemed sterile (2) and none

of the healthy cats in the present study had evidence of transient bactibilia. In a previous
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study (34), no bacteria were found in the gallbladder of 10 healthy cats and only one
study has demonstrated transient bactibilia in cats following the implantation of
polyethylene tubes and human cholesterol stones into the gallbladder (35).
Furthermore, the POC analyzers have not been validated for analysis of bile and
consequently, influence of bilirubin on the analyte measurements cannot be excluded.
Incidentally, a significant number of data points were not able to be obtained in affected
cats —in particular on the i-STAT machine — thus further compromising our results, and
this could limit the use of POC analyzers in the analysis of bile. In addition, there were
only 5 cats recruited into group 3 and therefore the absence of statistical differences

between the groups could be due to the fact that the study was underpowered.

In conclusion, this prospective observational preliminary study showed that analytes
can be measured in bile with point-of-care blood gas analyzers and this study yielded
reference values for bile analytes in healthy cats. The POC analyzers used were not
interchangeable but each machine demonstrated acceptable reliability for the
measured analytes. The bile of healthy cats contains little to no glucose. There was no
difference in pH or lactate concentration among the groups. Sodium was the only
analyte that demonstrated significant differences between group 2 and 3. Further
studies evaluating the biliary composition of cats are required before sodium

concentration may be used in the prediction of bacteria in the bile of cats.
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Figure 7: Bland-Altman percentage difference plots for the evaluation of the clinical

interchangeability of the 2 POC analyzers with the clinical limits of agreement

determined by subjective preset limits based on whole blood values for bile pH.

The subijective clinically acceptable limits of agreement are graphed around the mean

difference of zero (fine dotted line) and are represented by the dashed-dot-dashed black

lines.
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Figure 8: Scatter plots for bile pH (A) and lactate (B) between the 3 groups. These

analytes were measured on the EPOC analyzer.

Horizontal black line represents the mean and the error bars the standard deviation of the

mean.
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Figure 9: Scatter plots for bile Na+ (A), PCO2 (B) and K+ (C) between the 3 groups.

These analytes were measured on the EPOC analyzer.

Horizontal black line represents the mean and the error bars the standard deviation of the
mean. *p< 0.01; #p<0.05.
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Tables

Precision i-STAT EPO Lactate

target CV% C Analyzer

values CV% CV%

(CV%)
pH 0.5 0.1 0.2 -
PCO:; 4 41 1.7 -
HCO3 - 3.2 1.8 -
Sodium 2 0.7 0.6 -
Potassium 4 1.1 0 -
Glucose 2.37 0 0 -
Lactate 13.67 - 4.2 5.1

* Reference 16; T Reference 17

Table 4: Recommended precision target values for blood gas and electrolyte analytes

on blood samples compared to obtained CV for POC analyzers used for bile

assessment.

Published target values are not available for bicarbonate
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Analytes Units N Mean Med SD Min Max RV Lower 90% Upper 90% Method Distribution

cr cr
pH - 20 761 764 024 716 7.97 7.09- 6.95-7.27 7.95-8.29 P G
8.12
PCO; mmHg 20 - 16.8 7.3 104 33.3 1.5-32.1 -3.9-6.6 25.9-37.7 R NG
PO, mmHg 20 1281 1242 249 925 179.7 74.7- 59.3-92.8 164.4-199.2 P G
181.5
HCOs" mmol/L 19 184 17.2 9.1 5.1 35.0 0-37.9 -7.0-5.6 31.5-44.5 P G
BE mmol/L 20 -1.7 -25 13.9 - 30.0 -31.5- -40.1to-21.4 18.5-37.8 P G
23.0 28.0
Na mmol/L 20 - 99 14 85 131 70-128 61-79 117-140 R NG
K mmol/L 20 3.5 3.4 04 238 4.4 2.5-4.4 2.3-2.8 4.1-4.7 P G
iCa mmol/L 20 0.67 0.67 0.16 0.38 0.95 0.32- 0.22-0.44 0.91-1.14 P G
1.02
Lactate mmol/L 20 1.4 1.4 06 0.7 2.7 0.2-2.6 -0.1-0.6 2.2-3.0 P G
Creatinine umol/L 20 406 422 152 139 672 80-732 -14-190 628-840 P G
Lactate mmol/L 21 54 5.4 1.8 22 8.4 1.6-9.2 0.6-2.9 8.0-10.4 P G
(Lactate
Pro)

Gaussian(G), Maximum (Max), Median (MED), Minimum (Min), Non-Gaussian (NG), Parametric (P), Robust (R),
Standard deviation (SD).

'90% Cls of the lower and upper limits of the reference value
Table 5: Reference values for bile in healthy cats as performed by the EPOC and Lactate Pro analyzers.

RVs were established and Cls around the upper and lower reference limits were calculated following guidelines from the American

Society for Veterinary Clinical Pathology.
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N Pearson’s Regre- Slope  95% Cl of Inter- 95% CI of
r ssion slope cept intercept

pH 30 0.943 1.51+0.81x 0.81 0.7-0.95 1.51 0.44-2.3
PCO; 29 0.823% -3.31 +1.07x 1.1 0.83-1.4 -3.31 -10.3-1.0
(mmHg)
HCOs 25 0.96% 0.57+1.0x 1.03 0.95-1.15  0.57 -0.86 to -1.6
(mmol/L)
Na* 25 0.96% -70.6+1.48x 1.48 1.29-1.77 -70.6 -103.8 to -48.6
(mmol/L)
K* 29 0.64° -1.94 +1.24x 1.24 0.83-2.0 -1.94 -5t0-0.25
(mmol/L)
Lactate 31 0.01
(mmol/L)

3(p<0.001) and P(p=0.005)

Table 6: Correlation statistics for the comparison of i-STAT and EPOC analyzers and
the Lactate Pro and EPOC analyzers.

Include the number of comparisons, Pearson’s correlation, correlation regression equations (by

Passing-Bablok regression technique), slope and intercept each with 95% confidence intervals.
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N  %Mean SDmean LOAof%  Clinically Results
Difference differences differences acceptable within
target clinically

values for acceptable

agreement agreement

(%) values (%)

pH 30 -0.84 2 -4.71t0 3.0 1 36.7
PCO. (mmHg) 29 9.4 24.63 -38.8 to 15 44.8

57.8
HCO3 25 -5.6 14.28 -33.69 to 15 68.0
(mmol/L) 22.30
Na* (mmol/L) 25 13 6.6 -0.22 to 26 5 20.0
K* (mmol/L) 25 23 10 2.2t043 15 20.0

Table 7: Method of comparison study between the i-STAT and the EPOC analyzers.

Include the number of comparisons, percentage mean differences, standard deviation (SD) of
the percentage mean difference, calculated percentage limits of agreement, subjective a priori
clinically acceptable limits of agreement based on published whole blood results, and the

percentage of results within the clinically acceptable limits.
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Analytes Units N Mean Med SD Min Max RV Lower 90%  Upper 90% Method Distrib
Cla Cla ution
pH - 21 752 756 0.32 6.96 8.05 6.84-8.19 6.65-7.07 7.98-8.41 P G
PCO2 mmHg 21 - 185 725 11.0 371 3.3-33.6 -2.2-8.7 27.0-38.9 R NG
HCO3 mmol/L 21 189 17.0 11.7 48 479 -6.1-43.9 -13.2-21 36.1-52.0 P G
BE mmol/L 21 -41 -70 159 26.0 30.0 -38.1-29.8 -47.7t0-26.9 19.2-40.8 P G
Na mmol/L 20 114 114 7 104 129 100-128 96-105 124-133 P G
K mmol/L 20 43 44 03 37 4.9 3.7-5.0 3.5-3.9 4.8-5.2 P G
BUN mmol/L 20 15 15 3 8 21 8-21 7-11 19-23 P G

Gaussian(G), Maximum (Max), Median (MED), Minimum (Min), Non-Gaussian (NG), Parametric (P), Robust (R),
Standard deviation (SD).

a90% Cls of the lower and upper limits of the Reference values
Table 8: Reference values for bile in healthy cats as performed by the i-STAT.

RVs were established and Cls around the upper and lower reference limits were calculated following guidelines from the American
Society for Veterinary Clinical Pathology (ASVCP). (Unpublished)
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Discussion



Les cholangites sont des maladies fréquentes chez le chat mais, a ce jour, les
connaissances dont nous disposons reposent sur un nombre restreint de publications,
la plupart rétrospectives. Ainsi, de nombreuses incertitudes persistent notamment pour
la prise en charge médicale. Comme nous l'avons vu, il existe trois formes de
cholangite ayant un traitement différent ce qui met en exergue I'importance d’obtenir

un diagnostic de certitude.

Considérant que seule la cholangite neutrophilique nécessite la mise en place d'un
traitement antibiotique et qu’un délai de quelques jours avant obtention des résultats
de cytologie et de culture de bile conduit parfois a l'instauration erronée d’un traitement
antibiotique, nous avons jugé pertinent de rechercher des marqueurs prédictifs
d’infection bactérienne biliaire utilisables en clinique chez le chat. Pour ce faire, nous
avons étudié tout d’abord la composition de la bile chez les chats en santé, puis

compare ces resultats a la composition de la bile chez les chats atteints de cholangite.

Dans cette partie, nous discuterons essentiellement de la composition de la bile des
chats en santé, la discussion sur la comparaison de la composition de la bile entre les

chats sains et malades ayant été abordée dans l'article.

Dans notre étude, nous avons pu définir des valeurs de références pour plusieurs
parametres biochimiques dans la bile de la vésicule biliaire en utilisant des appareils
de mesure au chevet du patient. Ces intervalles de référence sont le reflet de la
composition de la bile stockée dans la vésicule biliaire mais pas de la composition de
la bile hépatique puisque I'épithélium de la veésicule biliaire permet 'échange de
plusieurs molécules (208, 209). A notre connaissance, aucune étude n'a été
préalablement réalisée pour définir ces intervalles de référence avec des appareils a
gaz sanguins et dans des conditions physiologiques. Aucune comparaison ne peut
donc étre directement réalisée entre nos résultats et ceux obtenus dans ces études.
En effet, les études présentées dans ce manuscrit concernent la composition
biochimique de la bile chez le chat obtenue grace a un systeme de contournement de
la vésicule biliaire. Des canules étaient implantées dans la vésicule biliaire et diverses
solutions électrolytiques étaient ensuite perfusées puis récoltées pour analyse (Figure

10). Les changements de composition de cette solution étaient utilisés pour définir la
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composition de la bile. Il est probable que ce systéme de contournement ait modifié la
composition de la bile d’'une part par l'inflammation qu’il créait et d’autre part par le fait
que la solution infusée pouvait modifier les échanges hydro-électrolytiques naturels.
Ces études étaient d’ailleurs réalisées sur un nombre de chats insuffisants pour définir
des valeurs de référence telle que définies aujourd’hui par 'ASVCP (194). Nous
n‘avons pas réalisé ce systéme de contournement dans notre étude chez les chats
sains car I'objectif était d’obtenir des valeurs de référence dans la bile telle que nous

I'obtenons en clinique sur les chats malades a savoir par cholécystocentése.

cm
HoO

Figure 10: Schéma indiquant le montage permettant une analyse de la bile in vivo.

Reprinted from Journal of the Autonomic Nervous System, 60, Issues 1-2, 27 August 1996,
Bengt Nilsson, Dick Delbro, Styrbjérn Friman, Anders Thune, Joar Svanvik, Sympathetic
and VIP-ergic control of calcium and bicarbonate transport in the feline gall bladder mucosa

in vivo, Pages 49-55., Copyright (2019), with permission from Elsevier.

Puisque nos résultats ne peuvent ainsi étre comparés a des études vétérinaires, nous

nous sommes intéressés aux données de la littérature humaine. Une étude s’est
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intéressée a la composition de la bile chez 'hnumain obtenue dans les mémes

conditions que notre étude (Tableau 9) (210).

Mean + SE Range

Electrolytes

Sodium {mmol/L) 186.4 + 3.4 (123-280)

Potassium (mmol/L) 10.3 + 0.4 (5.0-18.8)

Free Ca** ion {(mmol/L) 1.14 + 0.04 (0.53-1.98)

Chloride (mmol/L) 63.8 + 2.8 (11.2-116.6)

Bicarbonate (mmol/L) 18.2 + 0.8 (5.3-32.4)

Carbonate (mmol/L) 0.056 = 0.005 (0.003-0.155)

Osmolality (mOsm/kg) 2804 + 1.4 (250-303)
pH and Pco,

pH 7.180 + 0.026 (6.530-7.508)

Pco, {mm Hg) 471 + 1.2 (29.1-76.8)
Lipids

Cholesterol (mg/mL) 7.2 + 0.4 (1.4-16.8)

PL (mg/mL) 303 1.9 (7.3-92.9)

BS (mmol/L) 109.4 + 6.8 (15.1-272.8)

TL (g/dL) 91+ 05 (1.8-21.4)
Solubility

Cholesterol S1 1.72 + 0.08 (0.64-3.96)

CaCQ, SI 1.46 + 0.10 (0.12-3.62)

Tableau 9: Composition de la bile dans la vésicule biliaire chez ’humain.

Reprinted from Gastroenterology, Volume 99, Issue 5, November 1990, Mitchell L.Shiffman,
Harvey J.Sugerman, Edward W.Moore, Human gallbladder mucosal function: Effect of
concentration and acidification of bile on cholesterol and calcium solubility, Pages 1452-

1459., Copyright (2019), with permission from Elsevier.

Nous avons pu mettre en évidence dans notre étude qu’aprés un jedne de 12h
minimum, le pH de la bile dans la vésicule biliaire des chats est basique (7,64 +/- 0,24).
Comparé a la bile vésiculaire humaine, le pH de la bile des chats est plus basique. Une
des hypothéses pour expliquer cette divergence est la différence de composition en
acides biliaires. Il a été démontré chez 'humain que le pH biliaire est inversement
proportionnel a la concentration en acides biliaires et au temps de jelne, indiquant une
influence des acides biliaires sur le pH (210). Puisque certains acides biliaires sont des

acides forts et d’autres des acides faibles (211), il est possible que la concentration en
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acides biliaires forts soit plus élevée chez I'humain que chez le chat. De plus, une
différence de temps de jeline avant I'échantillonnage pourrait avoir contribué a la
divergence des observations. Une autre possibilité pour expliquer cette différence de
pH est la PCO2 qui est plus élevée chez ’humain comparée a celle du chat 16,8 +/- 7,3
mmHg alors que la concentration en bicarbonate est comparable entre les deux

especes.

Dans une étude, la concentration en HCO3" s’étendait de 102,3 et 103,7 mmol/L dans
la bile hépatique alors qu’elle était entre 2,5 et 2,8 mmol/L dans la vésicule biliaire. La
diminution de concentration en HCO3 entre la bile hépatique et la bile de la vésicule
biliaire est probablement secondaire a la sécrétion de H* qui neutralise le HCO3™ pour
former du CO2 lequel diffuse a travers I'épithélium de la vésicule biliaire (25, 26). Dans
notre étude, la concentration en HCO3 dans la vésicule biliaire était en moyenne de
18,4 mmol/L. Parmi les hypothéses pour expliquer cette concentration plus élevée se
trouvent un temps de jelne différent, des appareils de mesure différents, une variation
dans la sécrétion de VIP et sécrétine ou encore une nourriture différente (17, 25, 26,
54).

Comme chez I'humain, le sodium est le cation maijoritaire de la bile du chat. Chez
I’humain, la concentration en cations dans la bile excéde celle du sérum (211). Nous
n'avons pas fait cette observation chez les chats en santé. Cette différence pourrait
notamment s’expliquer par un temps de jeGne différent et une vitesse de réabsorption
du sodium différente puisque cette derniére est au moins influencée par le VIP et la
sécrétine (17, 25, 26, 30).

Chez I'humain, les pompes membranaires qui permettent la concentration de la bile
ont été étudiées (Figure 11). Il existe un échangeur sodium/hydrogene (NHE) situé a
la membrane apicale de I'épithélium biliaire. Il permet I'excrétion d’hydrogene en
provenance du sang ou du cytoplasme en échange de la réabsorption du sodium de la
bile. La force qui dirige cet échange est la pompe Na*/K* ATPase située a la membrane
basolatérale. Le chlore est absorbé en échange de bicarbonate via un échangeur
chlore-bicarbonate (AE) et les protons sécrétés dans la bile réagissent avec le

bicarbonate pour former du CO: lequel est réabsorbé passivement. Enfin, 'eau est
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absorbée passivement par voie paracellulaire grace au gradient créé par le sodium
mais aussi par voie transcellulaire grace aux aquaporines (208, 209). Les aquaporines-
1 ont été mises en évidence dans les membranes apicale et basolatérale de plusieurs
mammiféres (212-214). Chez le rat, la sécrétine augmente la réabsorption d’eau en
induisant I'exocytose des aquaporines a la membrane apicale et elle contribue donc a
la concentration des acides biliaires alors que chez le chat, elle semble abolir la
réabsorption d’eau (30, 32). Il est possible que les mécanismes de réponse a la
sécrétine différent chez le chat ou encore que les conclusions des études sur le chat

soient affectées par le faible nombre d’animaux dans chacune des études.

Bien que la vésicule biliaire concentre les acides biliaires durant la phase de stockage,
la bile demeure isotonique. Ceci est possible par la formation de micelles qui
permettent de maintenir une osmolalité constante malgré une augmentation de la
concentration en acides biliaires (10, 209). Lorsque les acides biliaires se concentrent
dans la bile, il y a une augmentation linéaire de la concentration en sodium, potassium
et calcium et une diminution linéaire de la concentration en chlore chez I'humain (210).
Ceci n’'a pas été démontré chez le chat et notre étude ne permet pas de le vérifier car

pour des raisons techniques, les acides biliaires n’ont pas été quantifiés.
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I—> H20 + CO2

Figure 11: Schéma indiquant les échanges au travers de I'épithélium de la vésicule
biliaire.
AC : anhydrase carbonique, AE : échangeur chlore-bicarbonate, AQP : aquaporine, ATP :

adénosine triphosphate, NHE : échangeur sodium/hydrogéne.

Nous avons mis en évidence que la concentration en glucose dans la vésicule biliaire
était sous le seuil de détection des appareils de mesure pour la majorité des chats en
santé. Il n’existe pas d’étude chez le chat expliquant le métabolisme du glucose dans
I'arbre hépatobiliaire. Chez I'humain et le rat, il a été démontré qu’il n’y avait pas ou
peu de glucose dans la bile (215, 216). Le glucose entre par diffusion facilitée dans les
hépatocytes via les GLUT (216-218). Il peut ensuite étre métabolisé ou diffuser dans
la bile mais les mécanismes de diffusion ne sont pas connus. Il a toutefois été proposé
que le glucose diffuse passivement dans la bile, comme c’est le cas pour le mannitol
dans la bile des cobayes (216, 219). Le glucose contenu dans la bile hépatique peut
ensuite étre réabsorbé dans les cholangiocytes par un co-transporteur sodium/glucose
(SGLT1) situé a leur membrane apicale. Enfin, le glucose peut sortir des

cholangiocytes pour retourner dans la circulation sanguine par diffusion facilitée via la
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GLUT1 (Figure 12) (220). La présence de ce systéme de transport dans I'épithélium

de la vésicule biliaire n’a pas été démontrée.

Apicale

Na* Glucose

2K*

m GLUT1

N \/l Basolatérale
3 Na*

Glucose

Figure 12: Schéma indiquant les mécanismes de transport du glucose dans les

cholangiocytes.

GLUT : Glucose transporter, SGLT : sodium-glucose linked transporter.

Nous avons mis en évidence une concentration en glucose plus élevée chez des chats
diabétiques par rapport aux chats en santé. Ceci est compatible avec la présence de
mécanismes de transport saturables tels que ceux décrits chez le rat (216, 220) mais
leur existence reste a démontrer chez le chat. L'impact de la présence de glucose dans
la bile n'est pas connu chez le chat mais il a été démontré que cela peut induire une
cholestase chez le rat et le lapin en diminuant le flux biliaire indépendant des acides
biliaires (221, 222).

De la bile blanche a été prélevée chez un chat sain et un chat malade non-infecté au
cours de notre étude. Chez 'lhumain, la bile blanche a été décrite chez des individus
en santé. |l a en effet été montré que la bile prélevée aprés une nuit de jelne était
marron-foncée tandis que la bile prélevée 2h aprés un repas était blanche. Aprés un
repas, la libération de sécrétine et de VIP entraine une inversion du flux de sodium et

entraine une sécrétion nette d’'eau et la formation d’une bile blanche dépourvue de
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bilirubine ou d’acides biliaires. Le role de cette bile blanche pourrait étre de vidanger
meécaniquement les résidus contenus dans la vésicule biliaire (223). La bile blanche a
également été décrite lors d’obstruction des voies biliaires. Une théorie pour expliquer
ce phénomene serait que lorsque la bile stagne, il y a une réabsorption des pigments
biliaires, des lipides et des acides biliaires laissant dans les canaux biliaires un fluide
transparent (224, 225).

Un rapport de cas fait état d’'un chat avec cholestase et cholangite a Candida albicans
présentant une bile blanche (101). Le temps de jeine avant la cholécystocentése n’est
pas décrit et il est donc difficile de confirmer si la bile blanche décrite est liée a un
processus pathologique ou physiologique. Considérant que le chat sain décrit dans
notre étude avait été mis a jeun pendant au minimum 12h avant la cholécystocentese
et qu’il n'avait aucun signe de cholestase a I'échographie, il est possible que d’autres
mécanismes soient responsables de la présence de bile blanche dans la vésicule
biliaire des chats. Quoiqu’il en soit, I'étiologie de la bile blanche demeure controversée

y compris chez 'humain (223, 225).

La concordance entre la description de bactéries a la cytologie et une culture positive
peut étre inférieure a 50% selon les études (99). Dans notre étude, parmi les chats
maladies infectés, 1 chat avait des bactéries visibles a la cytologie mais une culture
négative, 1 chat avait une culture positive mais pas de bactérie visible a la cytologie et
les 3 autres chats avaient a la fois une culture positive et des bactéries visibles a la
cytologie. Le taux de concordance était donc de 3 chats sur 5 pour ces deux examens.
L’obtention d’'une culture positive avec une cytologie dépourvue de bactéries peut
s’expliquer par la présence d’un faible nombre de bactéries ou une contamination de
I'échantillon. L’observation de bactéries a la cytologie avec une culture négative peut
s’expliquer par [l'administration d’antibiotiques avant le prélevement, [effet

bactériostatique de la bile ou la présence de bactéries difficiles a cultiver (91).

Dans notre étude, la concentration en sodium était significativement plus élevée dans
le groupe des chats malades infectés par rapport aux chats malades non infectés et
était significativement plus élevée dans le groupe des chats malades infectés par

rapport aux chats sains. Aucune recherche n’a été menée chez le chat concernant
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I'évolution naturelle de la composition de la bile lors de cholécystite bactérienne. Dans
les études présentées dans ce manuscrit concernant les cholécystites, I'inflammation
de la vésicule biliaire était induite par I'implantation de calculs biliaires humains stériles
dans la vésicule biliaire. La présence de bactéries suite a I'implantation n’était pas
documentée ce qui rend la comparaison de nos résultats avec ces eétudes impossible.
Seule une publication chez 'humain s’est intéressée, entre autres, a I'évolution du
sodium lors de cholécystite. Une diminution de la concentration en cations a été
observée et en particulier en sodium (211). Toutefois, il n’était pas précisé si les
cholécystites étaient d’origine bactérienne ou non ce qui rend la comparaison de ces

données avec les nétres également impossible.

Il est probable que la différence de concentration en sodium entre les chats malades
infectés et les chats malades non infectés et les chats sains dans notre étude soit
secondaire a une dysfonction de la pompe Na*/K* ATPase. Toutefois, la présence de
cette pompe n’a pas été démontrée chez le chat et I'influence d’une infection sur celle-

ci reste a déterminer.

Aucune différence de concentration en lactate dans la bile n’a été mise en évidence
entre les groupes de chats malades infectés ou non dans notre étude. Dans d’autres
études, la différence de concentration en lactate entre le sang et I'épanchement
investigué était utile pour distinguer un épanchement infecté d’'un épanchement non
infecté par des bactéries (188, 190). Une étude portant sur la différence de
concentration en lactate entre le sang et la bile chez des chats avec ou sans infection

bactérienne biliaire pourrait donc s’avérer utile.
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Conclusion



Notre projet a dans un premier temps permis d’établir des intervalles de référence pour
dix paramétres biochimiques a 'TEPOC dans la bile des chats en santé. Cette étude est
la premiére a publier de tels intervalles pour la bile prélevée par cholécystocentése qui
est la principale méthode de collecte utilisée en clinique pour obtenir un échantillon de
bile.

Nos résultats et les données issues de la littérature humaine souléevent de nombreuses
questions sur les acteurs impliqués dans la composition de la bile du chat. Par exemple,
la vésicule biliaire n’est pas seulement un organe de stockage inerte mais bien un
organe métaboliquement actif qui influence la composition de la bile via des
transporteurs membranaires méconnus chez le chat. Egalement, le métabolisme des
hépatocytes et le transport de la bile dans les canaux biliaires semblent influencer la
composition de la bile. Des études supplémentaires sont nécessaires afin de mieux
cerner les mécanismes entrant en jeu dans la composition de la bile chez le chat en

santé.

Dans un second temps, notre hypothése de recherche était que la présence de
bactéries dans la bile entraine une augmentation de la concentration en lactate et une
diminution du pH et de la concentration en glucose comparativement a la bile stérile.
Cette hypothése ne s’est pas vérifiée mais seuls 5 chats avec une infection bactérienne

biliaire ont pu étre recrutés, ce qui limite la portée de cette conclusion.

Une découverte inattendue a été que la concentration en sodium chez les chats atteint
de cholangite bactérienne était significativement plus élevée comparativement au chat
atteint de cholangite non-infectieuse. D’autres études sont nécessaires afin de
confirmer ce changement, expliquer sa pathophysiologie et juger de la pertinence de
son utilisation en clinique. Des recherches sur un plus grand nombre de chats malades
seraient pertinentes afin d’étudier les deltas de concentration, notamment de glucose
et lactate, entre le sang et la bile et afin détudier d’autres marqueurs de détection
précoce d’infections bactériennes des voies biliaires. A terme, le but est d’améliorer la

prise en charge thérapeutique de nos patients et notre utilisation des antibiotiques.
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Annexe 1 : Formulaires d'approbation du comité d'éthique

de l'utilisation des animaux (CEUA)

Université l'"'l

de Montréal Comité d’éthique de I'utilisation des animaux

Le 30 mai 2017

Madame Marie-Claude Bélanger

Professeure titulaire

Faculté de médecine vétérinaire — département de sciences cliniques

Madame Bélanger,

A la suite de I’évaluation de votre demande d’autorisation d’utiliser des animaux pour le projet :
Projet : 17-Rech-1894

Titre : Composition biochimique de la bile chez le chat en santé et chez le chat atteint de
cholangite suppurative septique

Date d’échéance de I’autorisation d’utiliser les animaux: 1° juin 2018

Le Comité d’éthique de I"utilisation des animaux (CEUA) vous remercie pour les réponses recues et approuve votre
nouveau projet.

Commentaires :
e Le service de ’enseignement vous permet d’utiliser les chats de la colonie d’enseignement pour votre
projet qui sont a la fin de leur mandat pour I’enseignement et qui n’ont pas encore été adoptés.

Le secrétariat du CEUA vous enverra sous peu une fiche d’autorisation d’utiliser des animaux. L’autorisation du
CEUA est valide pour une période d’un an.

Je demeure a votre entiére disposition pour toute information supplémentaire et vous prie de recevoir, Madame
Bélanger, mes meilleures salutations.

Le président du CEUA,
Jean-Pierre Vaillancourt
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Université l‘H‘I

de Montréal Comité d’éthique de I'utilisation des animaux

Le 5 juillet 2018

Madame Marie-Claude Bélanger
Professeure titulaire
Faculté de médecine vétérinaire — département sciences cliniques

Madame Bélanger,
A la suite de 1’évaluation de votre demande d’autorisation d’utiliser des animaux pour le projet :

Projet : 18-Rech-1894

Titre : Composition biochimique de la bile chez le chat en santé et chez le chat atteint de
cholangite suppurative septique

Date d’échéance de I’autorisation d’utiliser les animaux : le 1* juin 2019

Le Comité d’éthique de I'utilisation des animaux (CEUA) approuve votre demande de renouvellement.
Commentaires :
e Veuillez communiquer avec Normand Lacasse, technicien-animalier de FANI afin d’indiquer votre
besoin d’utiliser des chats de la colonie d’enseignement et les manipulations prévues.

Le secrétariat du CEUA vous enverra sous peu une fiche d’autorisation d’utiliser des animaux. L’autorisation du
CEUA est valide pour une période d’un an.

Je demeure a votre entiére disposition pour toute information supplémentaire et vous prie de recevoir, Madame
Bélanger, mes meilleures salutations.

La coordonnatrice du CEUA,
Maryse Dansereau
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Annexe 2 : Formulaire de consentement éclairé

Ceci est un accord entre Dr Marie-Claude Bélanger/Dr Romain Huvé directrice de I'étude
clinique a la Faculté de Médecine Vétérinaire de I'Université de Montréal (INVESTIGATEURS)
B e (PROPRIETAIRE) du chat ...........ouoeieiiiiiieeeicieeeeeee
(SUJET) participant a I'investigation clinique : « Etude visant & préciser la composition de la
bile chez le chat en santé et lors de cholangites» (ESSAI).

Les cholangites (inflammation des voies biliaires) sont des pathologies fréquentes chez le
chat qui peuvent étre secondaire a des infections bactériennes. Le moyen reconnu pour mettre
en évidence les bactéries est la culture de bile dont le résultat est connu en minimum 2-3 jours.
Nous croyons que certains parameétres rapidement mesurables dans la bile permettraient de
distinguer un chat en santé d’'un chat atteint de cholangite. Ceci permettrait un diagnostic
présomptif plus rapide et donc une meilleure prise en charge des chats malades.

Les procédures qui vous sont proposées sont nécessaires pour obtenir le diagnostic de la
pathologie de votre chat et sont les suivantes :

- Prise de sang

- Echographie abdominale

- Ponction d’urine échoguidée (cystocentése) sous sédation avec analgésie

- Ponction de bile échoguidée (cholécystocentése) sous sédation avec analgésie

Ces procédures diagnostiques sont faites de routine sur les chats présentant les symptémes
d'une inflammation des voies biliaires et les complications associées sont trés rares. Les
complications significatives associées a une ponction de bile sont un saignement ou une fuite
de bile dans I'abdomen (péritonite biliaire). Toutes les précautions seront prises pour éviter les
complications mais si elles se produisaient, elles seraient a la charge du propriétaire.

Identification du SUJET :
Nom : Numéro de dossier :

Il est convenu que :

1- L’inclusion d’'un SUJET aux ESSAIS permetira I'obtention d’information par les
INVESTIGATEURS. De telles informations pourront étre publiées dans un journal
vétérinaire afin d’accroitre les connaissances de la communauté vétérinaire quant a
cette nouvelle approche diagnostique.

2- Les prélévements qui seront faits n’entrainent aucun effet néfaste chez le chat autre que
I'action du prélévement lui-méme.

3- A leur discrétion, les INVESTIGATEURS pourront décider de retirer le SUJET des
ESSAIS en avisant au préalable le PROPRIETAIRE a cet effet.

Le PROPRIETAIRE confirme que les INVESTIGATEURS ont expliqué en quoi consistent les
ESSAIS. Le PROPRIETAIRE consent volontairement & ce que son animal participe aux
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ESSAIS en tant que SUJET et consent a se conformer aux conditions citées par les
INVESTIGATEURS.

Le PROPRIETAIRE convient que :

1- Le SUJET ne recoit pas de traitement pour cette maladie au moment de la présentation
initiale.

2- A sa discrétion, le PROPRIETAIRE peut décider de retirer le SUJET des ESSAIS en
avisant au préalable les INVESTIGATEURS a cet effet.

3- Les informations issues des ESSAIS pourront étre publiées, tout en préservant la
confidentialité du SUJET.

En cas d'urgence, veuillez contacter Dr Romain Huvé par courriel : romain.huve@umontreal.ca

Convenu et accepté par :

Nom du PROPRIETAIRE Signature du PROPRIETAIRE Date

Nom de 'INVESTIGATEUR Signature de 'INVESTIGATEUR Date
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