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Résume
L’asthme équin, une maladie inflammatoire considérée non infectieuse, est néanmoins associé avec la

présence de certains streptocoques et Pasteurellaceae. Lasimilarité entre lesespéces de Pasteurellaceae
complexifie toutefois leur différenciation. L' objectif de cette étude est d’évaluerla présence de différents

Pasteurellaceae dans les voies respiratoires de chevauxatteints d’asthme.

Des amorces qPCR ont été optimisées pour [Pasteurella] caballi, Nicoletella semolina, Pasteurela
multocida et Haemophilus influenzae, mais plusieurs especes d'intérét (notamment Actinobacillus spp.)
n'ont pas pu étre étudiéesfaute d'amorces spécifiques. Des lavages nasaux, oraux et bronchoalvéolaires
de douze chevaux (six sains, six asthmatiques) gardés dans différents environnements ont été analysés.
Pour N. semolina, les analyses ont été approfondies chez dix chevaux asthmatiques (phase Il : lavages

nasaux et bronchoalvéolaires), et chez dix chevaux sains (phase Il : lavages nasaux).

N. semolina a été identifiédans0a 66 % des échantillons et était retrouvé en plus forte quantité dansle
nez de chevaux gardés a l'intérieur et nourris avec du foin. Dans les phases Il et lll, N. semolina a été
identifié dans 90a 100 % des échantillons nasaux, et dans six lavages bronchoalvéolaires. [P.] caballia été
identifié danslacavité orale de 83 % des chevaux, indépendamment du statut de santé. H. influenzae et

P. multocida n’ont pas été détectés.

Aucun Pasteurellaceae analysé n’était associé a l’asthme équin sévere. N. semolina était fré quemment
retrouvé dans lesvoies respiratoires et sa charge nasale étaitinfluencée parl’environnement. Les amorces

synthétiséesfaciliteront de futures études surles Pasteurellaceae.

Mots-clés : Asthme équin, bactéries, microbiote pulmonaire, Nicoletella semolina, Pasteurella,

Haemophilus, Pasteurellaceae



Abstract

Equine asthma, an inflammatory disease considered non-infectious, is associated with the presence of
certain streptococci and Pasteurellaceae. Strong similarities between Pasteurellaceae species prevent
specific differentiation. The objective of the study was to evaluate the presence of different

Pasteurellaceaein the airways of horses with severe asthma.

Quantitative PCR primers were optimized for [Pasteurella] caballi, Nicoletella semolina, Pasteurela
multocida and Haemophilus influenzae. Several species of interest (in particular Actinobacillus spp.) could
not be studied due to a lack in primer specificity. Nasal, oral and bronchoalveolar lavages from twelve
horses (six healthy, six asthmatics) keptin different environments were analyzed. For N. semolina, further
investigation was pursued through inclusion of ten asthmatic horses (phase Il: nasal washes and

bronchoalveolarlavages), and ten healthy horses (phaselll: nasal washes).

N. semolina was identifiedin 0to 66 % of samplesand was foundinlargerloadsin the nose of horses kept
inside and fed hay. In phases |l and Ill, N. semolina was identified in 90 to 100 % of nasal samplesandin
six bronchoalveolarlavages.[P.] caballiwas only identified in the oral cavity, with 83 % of positive horses

regardless of health status. H. influenzae and P. multocida were not detected.

No specific Pasteurellaceae studied here were associated with severe equine asthma. N. semolina was
identifiedfrequentlyin respiratorysamplesandits nasal load was influenced by the horse’ senvironment.

The optimized primers will facilitate future studies on Pasteurellaceae.

Keywords: Equine asthma, bacteria, pulmonary microbiota, Nicoletella semolina, Pasteurella,

Haemophilus, Pasteurellaceae
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Introduction
L'asthme équin est une condition respiratoire affectant environ 15 % des chevaux adultes dans sa forme

la plus sévere (1), et plus du double dans ses formes |égéres a modérées (2). Cette condition est
caractérisée par de I'inflammation pulmonaire, une bronchoconstriction inappropriée et une production
excessivede mucus. Chezles chevaux asthmatiques séveres, I'inhalation d’antigénes environnementaux,
principalement contenus dansle foin, induit des exacerbations cliniques. Les facteurs déclencheurs sont

moins bien documentés pourles chevaux atteints des formes |égéres amodérées (3).

La surcroissance de certaines espéces bactériennes dans les voies respiratoires pourrait agir comme un
facteur favorisant le développement d’exacerbations d’asthme. En plus des streptocoques (4, 5), deux
membres de la famille Pasteurellaceae, Pasteurella spp. et Actinobacillus spp., sont associés a
I'inflammation trachéale (6-8), au mucus (8, 9), eta latoux (5, 10) chezleschevaux de sport. Toutefois, la
culture bactérienne, employée dans la plupart de ces études, présente certaines limites. En effet,
certaines bactéries d’importance pourraient étre manquées a cause d’une croissance fastidieuse ouaun
manque de précision provenant d’une identification basée seulement sur la morphologie et les
caractéristiques biochimiques des bactériesisolées, ce quiestlecas pourles Pasteurellaceae. Une récente
étude effectuée par séquencage massif dans notre laboratoire a montré une tendance a la
surreprésentation des Pasteurellaceae dans le microbiote pulmonaire de chevaux atteints d’asthme
sévere (11). Un paralléle peut d’ailleurs étre fait avec I'asthme chez les humains, ou I’utilisation de
techniquesindépendantes delacultureapermis d’identifier une plus forte abondance de Protéobactéries
(12-14), plus particulierement Haemophilus influenzae (un Pasteurellaceae) (15). Le role de la dysbiose
respiratoire dans I’asthme, une pathologie a la base considérée non infectieuse, demeure toutefois
incertain. Cette modification du microbiote pulmonaire pourrait étre secondaire a la formation d’un
microenvironnement occasionné parl'inflammation et le remodelage tissulaire.Par contre, cette dysbiose
pourrait également contribuer au développement et la progression de la condition en entretenant

I’inflammation pulmonaire.

L'hypothése de ce projet est que les Pasteurellaceae sont présents en plus grande quantité chez les

chevaux asthmatiques, surtout lors de I’exacerbation, et entretiennent|’inflammation pulmonaire.

Notre objectif est de quantifier différents Pasteurellaceae d’intérét dans le microbiote respiratoire de
chevaux afin de déterminer si certaines espéces de cette famille sont associées avec I’asthme équin

séveére. A la lumiére des résultats obtenus, un deuxiéme objectif a été ajouté : de quantifier Nicoletella



semolina dansla cavité orale et les voies respiratoires de chevaux, sains comme atteints d’asthme, gardés

dans différents environnements. Ces résultats sont présentés dans |’article joint a ce mémoire.
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Chapitre 1 — Asthme équin

Cette section n’est pas une revue extensive mais sert plutot a fournirlesinformations nécessaires afin de
comprendre ce projet sur les Pasteurellaceae dans I’asthme équin. L'emphase est donc mise sur les
sections étiologie et traitements, alors que les autres sections sont plus succinctes. Pourde plusamples
informations au sujet de cette condition, un consensus d’experts surl’inflammation des voiesrespiratoires
inférieures de I’American College of Veterinary Internal Medicine (ACVIM) a été publiéen 2016 (3), et une

revue de I’asthme sévere a été publiéeen 2014 (16).

1.1 Description de la condition
L'asthme est une maladie respiratoire obstructive résultant d’une combinaison de différents degrés

d’inflammation pulmonaire, d’hyperréactivité bronchique, d’hypersécrétion de mucus et de remodelage
pulmonaire. Un cheval atteint d’asthme sévére en exacerbation montre des signes de détresse
respiratoire au repos avec de la toux (16). Cette difficulté respiratoire est notable parune dilatation des
naseaux ainsi qu’un effort abdominal expiratoire. Les signes cliniques montrés par un cheval atteint des
formes légéres a modérées sont plus subtils, allant de I'intolérance a |’exercice et une diminution des
performances a du jetage nasal et de la toux intermittente (3, 17). La forme séveére se distingue par des
signescliniques évidents au repos, mais ladistinction entreles formes |égéres et modérées reste a mieux
définir. Il ne sera pas question de I’asthme induite au paturage (summer pasture-associated obstructive

pulmonary disease, SPAOPD) dans e présent mémoire.

La forme sévere de la condition affecte principalement des chevaux agés d’au moins 7 ans et touche
environ 15 % des chevaux adultes, toutes races confondues, dans les régions tempérées (1, 18). L’asthme

légera modéré affecte probablementaumoinsle double de chevaux (2), voire plus (17, 19).

La terminologie entourant I’asthme équin a été sujette a plusieurs modifications. Les termes souffle,
heaves, lower airway inflammation, inflammatory airway disease (1AD), chronic obstructive pulmonary
disease (COPD) et recurrent airway obstruction (RAO), anciennement utilisés, sont maintenant remplacés
parlestermesasthmelégeramodéréetasthme sévere étant donné les ressemblances entre la pathologie
et I’asthme chez les humains (3). L'asthme équin n’est pas toujours un continuum : un cheval atteint
d’asthme léger a modéré ne développera pas nécessairement la forme sévere. Plusieurs chevaux, a un
moment dans leur vie, ont au moins un épisode de toux temporaire probablement relié a de |’asthme
léger a modéré (8). Il est encore incompris pourquoi certains chevaux évoluent éventuellement vers la

forme sévere.



1.2 Etiologie
L’étiologie de I’asthme, c’est-a-dire ce qui fait qu’un cheval est susceptible de développer des

exacerbations cliniques, est suspectée d’étre ala fois génétique (familiale) et environnementale (16, 20,
21). Le mode d’héritabilité est complexe, mais certains marqueurs génétiques, parexemple le géne codant
pourle récepteurde I'interleukine 4 (IL-4R), ont été associés avecles formes sévéeres de la condition (22).
Il est possible aussi qu’une exposition en jeune age a certains antigenes, bactéries, virus ou méme aux
antibiotiques jouent un role dans le développement de la condition, mais cela demeure spéculatif. Les
facteursinduisantles exacerbations cliniques sont quant a eux mieux compris et serontabordés dans les

sections suivantes.

1.2.1 Environnement
L'introduction d’un cheval atteint d’asthme sévére dans un environnement hautement poussiéreux, par

exempledans une écurie ouseulementle fait d’étre nourri avecdu foin, induit une exacerbation clinique
(16). La causalité est assez bien démontrée, toutefois des questions subsistent sur quelles composantes
du foin sontresponsables des exacerbations (23). Les chevaux nourris de foin sont sept fois plus a risque
de présenter de I'inflammation des voies respiratoires inférieures (18). La poussiere de foin comprend
plusieurs constituants : spores, endotoxines, fongi, protéases, débris de mites, poussiere inorganique et
fragments de plantes (24). Lorsque le foin est fractionné en ses différentes composantes (soit les
particules elles-mémes, les endotoxines ainsi que les spores fongiques) et que ces composantes sont
inhalées sous une forme individuelle ou sous une forme reconstituée, une réponse inflammatoire
intermédiaire et non maximale est obtenue en comparaison alaréponse observéesuite al’inhalation de
poussiere de foin entiére (25, 26). On peut donc déduire que chaque composante de la poussiére est
importante dans l'induction de la maladie et que leur combinaison naturelle est synergique plutét
gu’additive (26). Chez les chevaux atteints des formes légéres a modérées d’asthme, les facteurs
déclencheurs demeurentincertains, mais une étiologie similaire aux formes séveres est suspectée (3). La
présence d’'inflammation des voies respiratoires inférieures est associée a une arrivée plus récente a
I’entrainement, indépendamment de I’age du cheval, suggérant le développement d’une immunité ou

d’unetolérance avecle temps (27).

Considérant I'importance de I’environnement et de la régie dans I'induction de cette condition chez les
chevauy, il n’est pas surprenant qu’une grande partie du contréle de la maladierepose sur un changement

derégie (voirsection 1.5 Traitements).
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1.2.2 Bactéries et leurs composantes (lipopolysaccharides)
Malgré que I'asthme soit une maladie non infectieuse, la culture réalisée sur des lavages trachéaux de

chevaux atteints d’inflammation des voies respiratoires inférieures révele fréquemment la présence de
bactéries spécifiques. L'implication des bactériesdans |’asthme demeure toutefois incertaine. Le Chapitre

2 revient plusen détail surle microbiote respiratoire et surles bactéries dans|’asthme.

La paroi des bactéries a Gram négatif, dontles Pasteurellaceae, est composée delipoplysaccharides(LPS).
Les termes «lipopolysaccharide» et «endotoxine» sont fréquemment utilisés de maniere
interchangeable. Les LPS sont formés de 3 sections : le lipide A, le corps oligosaccharide et I’antigéne O.
C'est le lipide A qui est responsable de la majeure partie de |’effet endotoxique. L'antigene O varie en
taille et peut également varier entre les différentes souches d’'une méme espéce bactérienne. Il est
exprimé vers |I’extérieur de la cellule bactérienne et est doncreconnu par le systeme immunitaire. Les
lipopolysaccharides sont reconnus de maniére non spécifique parles Toll-like receptors (TLR) sur les
phagocytes, et déclenchent la libération de cytokines pro-inflammatoires du systeme immunitaire inné

(28).

Chez les chevaux, I'inhalation d’endotoxines par nébulisation induit une inflammation pulmonaire
neutrophilique (29). La réponse inflammatoire est non seulement dose-dépendante, mais semble aussi
dépendre dustatut de santé des chevaux, les chevaux atteints d’asthme séveére étant plus sensibles que
les chevaux sains. La dose d’endotoxines purifiées nécessaire pour induire une neutrophilie pulmonaire
et une dysfonction respiratoire chez des chevaux atteints d’asthme sévére est supérieure a la dose
retrouvée dans le foin et la paille, alors que ces derniers induisent une réponse inflammatoire plus
importante (29). L'expositionde chevaux atteints d’asthme sévére a une suspension de poussiére de foin
dans laquelle les endotoxines ont été partiellement retirées (diminuée de plus de 50 %) méne a une
neutrophilie pulmonaire partielle (26). Ala lumiére de ces résultats, il semble que les endotoxines jouent
un réle contributif plutdét que primaire dans le développement de I'inflammation et de I’exacerbation. De
maniere surprenante toutefois, I’exposition naturelle aux endotoxines dans la zone respiratoire des
chevaux n’est pas corrélée a I'inflammation pulmonaire neutrophilique, et pourrait méme avoir un effet

protecteursurcelle-ci (19).

Dans un petit échantillon tiréd’une étude chezles humains,les endotoxinestendent a étre retrouvéesen
plus grande quantité dans le sputum d’individus atteints d’asthme neutrophilique (n =7) en comparaison
aux autres phénotypes inflammatoires (éosinophilique ou paucigranulaucytique) (30). D’ailleurs, la

quantité d’endotoxines serait positivement associée au pourcentage de neutrophiles et a la quantité
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d’interleukine 8 (IL-8) dans le sputum. Cette association suggére une potentielle implication des
endotoxines dans la pathophysiologie du développement et de la perpétuation de la neutrophilie
pulmonaire, toutefoisil demeureincertain si cette exposition provient de la présence d’endotoxines dans

I’environnement ou d’une colonisation bactérienne chronique des voies respiratoires inférieures.

1.2.3 Fongi et leurs composantes ([3-glucans)
Au méme titre que les endotoxines et les bactéries, les fongi pourraient avoir un role dans la pathogénie

de I’asthme équin. Les travaux de Pirie et al. suggérent que les particules defoin, comprenant entre autres
des spores fongiques et B-glucans, ont un effet synergique avec les endotoxines dans I'induction de
I’exacerbation chez les chevaux atteints d’asthme sévére et jouent un réle contributeur dans cette
maladie (23, 25, 26). Tout comme pour les endotoxines, la neutrophilie pulmonaire induite par la
nébulisation d’une suspension de poussiére de foin partielle, contenant en majorité des R-glucans et
sporesfongiques, est moindre parrapportalanébulisation delapoussierede foinentiére (25). Toutefois,
les chevaux atteints d’asthme sévére exposés a du foin et de la paille qui contient plus de R-glucans, en
comparaison a plus d’endotoxines, tendent a développer une neutrophilie pulmonaire plus importante
(26). L'inhalation d’extraits d’Aspergillus fumigatus induit aussi une neutrophilie pulmonaire chez les
chevaux atteints d’asthmesévere, suggérant une implication dans la pathogénie potentiellement via une
réaction d’hypersensibilité (31). De plus, la proportion de mastocytes dans leslavagesbronchoalvéolaires
de chevaux de course augmente significativement avec I’exposition aux B-glucans (17). L’exposition aux
R-glucans semble prédisposer au phénotype inflammatoire mastocytaire chez les chevaux atteints
d’asthme léger a modéré, et induire une inflammation neutrophilique chez les asthmatiques séveres.
L'observation de particules fongiques (spores, conidies, conidiospores, hyphes, etc.) a la cytologie du
lavage trachéal augmente de 2,1 fois le risque d’étre atteint asthme chez les chevaux de sport (32). La
mycologie permet|’identification de Penicillium spp. et Aspergillus spp. dans plus de la moitié des cas. Ces
fongi peuvent étre retrouvés dans I’environnement d’une écurie. |l s’avere toutefois pertinent de garder
entéte que le séquencage haut débit apermisde mettreen évidence la présence de fongi dans les lavages
trachéaux de tous chevaux, indépendamment du statut de santé (33, 34). Ainsi, tout comme pour les
bactéries, peut-étre que la présence de fongi spécifiques ou la quantité de ceux-ci s’averent aussi
d’importance, et non seulement leur présence. Toutefois, il est possible qu’une clairance mucociliaire
altérée pourrait, comme pour les bactéries, mener a une accumulation de ces fongi dans les voies

respiratoires.
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1.2.4 Virus respiratoires
L'implication desvirus dans I’asthme équin demeure incertaine. Nombreuses sont les recherches faites a

ce sujet, de maniére générale toutefois, il semblerait que les virus respiratoires ne soient pas associés a
I’asthme équinlégeramodéré (3, 5, 8, 10, 35-38). Les évidences suggérantunréle contributeur ou causal
des virus respiratoires dans I’asthme chez les chevaux sont clairsemées et impliquent différents virus,

surtoutles herpésvirus équin (EHV) etlesvirus de larhinite équine (ERV).

L'infection a EHV estassociée au jetage nasal,toutefoislaséroconversion n’est pas associée aux épisodes
d’inflammation desvoies respiratoires inférieures (38), ou est observée dans le mois suivant ces épisodes
(8). Parcontre, les étudesbasées surlasérologie évaluent parfoisles chevaux a un seul temps, empéchant
la détection de laséroconversion. L'excrétion nasale de I’herpésvirus équin type 2 (EHV-2) a été assodée
a I"'asthme léger a modéré dans un petit échantillon de chevaux (39). EHV-2 est d’ailleurs plus

fréqguemment détecté par qPCR dans la trachée de chevaux présentant une baisse de performances ou

d’autres signes compatibles avec I’asthme équin, et est associé a la neutrophilie trachéale, mais pas a
I’inflammation pulmonaire (40). De maniéere surprenante, ladétection et la charge de EHV-2 par gPCR au
niveau du nasopharynxsontinversement corrélées ala proportionde mastocytes dans les LBA, mais cette
corrélation n’est plus significative quand on controle pourI’exposition aux B-glucans (35). Quanta I’EHV-
5, sa détection et sacharge au niveau de latrachée sontassociées ala neutrophilie pulmonaire, maisune

corrélationinverseest plutot observée avecleslavages bronchoalvéolaires (35).

Pour les virus de la rhinite équine, la séroprévalence et les titres d’anticorps contre le virus de la rhinite
équine type A (ERAV)sontplus élevés chezles chevaux atteints d’asthme quechezles chevauxsains (39).
La détection et la charge du virus de la rhinite équine type B (ERBV) au niveau du nasopharynx sont
significativement associées a laneutrophilie pulmonaire, mais cette corrélation est fortement influencée
par la poussiere respirable (35). Il faut toutefois interpréter avec précaution des associations faites entre
Iinflammation pulmonaire etla détection de virus dans les voies respiratoires supérieures ou la trachée,
étant donné la différence anatomique entre les sections analysées. En résumé, il manque d’évidences
franches et répétables montrant une association entre I’asthme équin et les virus respiratoires. Il est
possible que des exacerbations post-viralesaientlieu comme chezles humains atteintsd’asthme (résumé
par (41)). Des études longitudinales a plus grande échelle seraient toutefois nécessaires pour le

démontrer.
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1.2.5 Autres
Le foin comprend non seulement des endotoxines, des fongi et des spores, mais aussi des particules de

poussiere comme des antigénes de mites. Les travaux de Pirie et al. ont montré que ces particules jouent
un role important dans le développement d’inflammation pulmonaire neutrophilique et I’'induction de
I’exacerbation chezles chevaux atteints d’asthme séveére et qu’elles agissent de maniére synergique avec
les endotoxines (25, 26). Le mécanisme parlequelces particulesinduisent une réponse chez les individus
prédisposés est incertain, mais il a été proposé qu’elles agissent comme un vecteur pour les autres
antigénes contenus dans le foin (19). L'exposition aux particules de foin respirables autour des naseaux
deschevaux a été associée a I’éosinophilie pulmonaire chezles Thoroughbred en début d’entrainement,
pouvant suggérer une réaction d’hypersensibilité (19), et la concentration en poussieres respirablesa
aussi été associée a la neutrophilie pulmonaire (17). Une corrélation entre les poussiéres totales et
respirables dans I’environnement du cheval et la proportion de mastocytes dans les LBA a aussi été
identifiée, cette fois chez des chevaux Haflinger adultes apparemment sains (42). D’autres antigenes
comme les pollens, I’'ammoniac, la pollution, les acariens, les protéases, etc. pourraient également étre
impliqués dans I’étiologie. Il est probable que I'exposition a différents antigénes environnementaux,

combiné aune prédisposition du cheval, méneadifférents phénotypesinflammatoires d’asthme (17).

1.3 Changements pathologiques (non approfondi)

1.3.1 Inflammation pulmonaire
Une inflammation pulmonaire neutrophilique, éosinophilique ou mastocytaire peut étre observée surles

lavages bronchoalvéolaires de chevaux atteints d’asthme léger a modéré alors qu’une inflammation
neutrophilique importante est observée dans les formes séveres de la maladie (Figure 1) (3). Les signes
cliniquesprésentés chez les sujets atteints des formes moins séveres semblent différer selon le phénotype
inflammatoire observé, la neutrophilie étant associée a de la toux et une baisse de performances, et
I’éosinophilie et une élévation des mastocytes, a une baisse de performances et de I’hyperréactivité
bronchique (17, 43). Une plus haute proportion de neutrophiles estaussi associée a une diminution des
performances, mais n’a pas un aussi grand impact que la proportion de mastocytes (17, 44). Dans les
lavages trachéaux, I’accumulation de mucus plutot que la neutrophilie serait associée a une baisse de
performances (45). Des corrélations sont observées entre le différentiel cellulaire sur lavage
bronchoalvéolaire et la fonction pulmonaire, I’hyperréactivité bronchique et la clinique des chevaux
atteints d’asthme, mais celles-cisont faibles (46). Il demeureincertain ce quicausel'influxet la persistance
de cellulesinflammatoires au niveau despoumons deschevaux atteint d’asthme. Un systémeimmunitaire

inné défectueux ou ne pouvant pas étre régulé alabaisse fait partie des hypotheses (47). L'inflammation
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neutrophilique ne sembletoutefois pas directementreliée au remodelage pulmonaire ou al’obstruction

respiratoire (47).

200 ym
Figure 1. Inflammation neutrophilique surlavage bronchoalvéolaire.

Inflammation pulmonaire neutrophilique sur lavage bronchoalvéolaire d’uncheval atteint d’asthme
sévere. Courtoise de Dre M. Leclére.

1.3.2 Fonctions pulmonaires
Les chevaux atteints d’asthme sévere en exacerbation présentent une obstruction respiratoire qui se

mesure par une augmentation de la différence maximale de pression pleurale, de la résistance et de
I’élastance pulmonaires, ainsi que par une hypoxémie (16, 48). Les chevaux présentent aussi de
I’hyperréactivité bronchique, une hypersécrétion de mucus et du remodelage pulmonaire, contribuanta
I’obstruction respiratoire. Méme durant les périodes de rémission d’asthme, de I'inflammation et une
obstruction respiratoire subcliniques persistent, secondairementau remodelage pulmonaire entre autres

(16, 47).

Les chevaux atteints d’asthme |éger a modéré présentent aussi une obstruction des voies respiratoires,
mais cette obstruction est moins importante que dans les formes séveres, et n’est habituellement pas
détectée a I’aide des mécaniques standard (3). IIs présentent aussi de I’hyperréactivité bronchique,
associée surtoutalaproportion de mastocytes et d’éosinophiles dans les lavages bronchoalvéolaires (49,
50). Les chevaux présentant de latoux n’ont pas nécessairement desfonctions pulmonairesaltéréesni de

I’hyperréactivité bronchique (51).

1.3.3 Voies de signalisation potentiellement impliquées
L'exposition de chevaux prédisposés a certains antigénes environnementaux engendre une réponse

immunitaire spécifique. Toutefois, cette réponse n’est pas immédiate comme lors d’'une réaction
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allergique de type | et, malgré une certaine implication des IgE, ceux-ci ne jouent pas un réle primaire
dans l'induction de I’exacerbation (21, 28). Aussi, la désensibilisation et les antihistaminiques s’averent
inefficaces dans le traitement de la condition (28). La détermination des voies de signalisation impliquées
estcompliquée, maislavoieTh2semble prédominante, impliquantdes cytokines telles que I'interleukine
4 (IL-4) etI'IL-5(52), alors que les voies Thl et Th17 pourraient aussi étreimpliquées (28, 53). Les systemes
immunitaires acquis et innés sont aussi impliqués dans le développement et la perpétuation de la
condition, via I’exposition a des antigenes spécifiques ou non spécifiques (28). Il est possible que le
systéme immunitaire inné de ces chevaux soit défectueux, répondant de maniére inappropriée et

démesurée aux stimulinormaux ou ne pouvant pas étre régulé ala baisse (47).

En ce qui concerne les formes |égeres a modérées, il est probable que différentes voies de signalisation
soient impliquées dans le développement des différents phénotypes inflammatoires (43). Comme pour
les formes séveéres, la voie de signalisation Th2 semble jouer un réle dans la pathogénie du phénotype
mastocytaire (43, 54), mais cette association n’est pas rapportée danstoutes les études (55). L'étiologie
menant aux formes moins séveres de la condition est a élucider. L'environnement semble jouer un réle
comme dans les formes sévéres, mais une composante infectieuse pourrait favoriser le développement

enjeune age, etles exacerbations plus tard dansla vie du cheval.

1.4 Diagnostic
Le diagnostic d’asthme doit étre basé sur la présence de signes cliniques pouvant étre associés a la

condition (toux, diminution de performances, jetage nasal, mucus trachéal), la cytologie sur lavage
bronchoalvéolaire et, si disponible, les fonctions pulmonaires du cheval (3, 39, 56). Une infection
respiratoire ou systémique ou toutes autres causes d’intolérance a I’exercice (musculaire,
cardiovasculaire) doivent étre exclues. Comme mentionné précédemment, on faitla différence entre un
cheval atteint d’asthme Iéger a modéré d’un cheval atteint d’asthme sévere par I’observation de signes

respiratoires au repos (tirage nasal, pousse abdominale, toux fréquente) chez ce dernier (3).

Pour des raisons pratiques, le diagnostic d’asthme est encore souvent basé sur |’observation de mucus
trachéal a I’endoscopie et sur la cytologie du lavage trachéal. Toutefois, la trachée ne représente pas
nécessairementl’environnement inflammatoire retrouvé dans les poumons, d’ailleurs lorsque la cytologie
sur lavage trachéal est comparée a la cytologie sur lavage bronchoalvéolaire, les deux techniques sont
peu corrélées et un diagnostic divergent est obtenu chez 37 % des chevaux (46, 57, 58). Ainsi, il est
recommandé d’effectuer le différentiel cytologique sur lavage bronchoalvéolaire, et I’observation de

mucus trachéal n’est pas un critére obligatoire (3).
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Hoffman et al. en 2008 ont publié une revue sur les lavages bronchoalvéolaires et ils y décrivent la
procédure, comment préparer les échantillons pour la cytologie et comment interpréter cette derniere
(46). Il estrecommandé d’instillerun volume de 250a 500 mL de saline isotonique stérile pour éviter une
surreprésentation artéfactuelle de certainespopulations cellulaires lorsqu’un plus petit volume est utilisé
et afin de permettre lacomparaison des proportions cellulaires obtenues ala cytologie avecles seuils de
référence (46, 56). Les seuils proposésdans le plus récent consensus d’experts de I’ACVIM sur la condition
sont présentés dans le tableau ci-dessous (3). Un récent article suggére qu’une neutrophilie supérieure a
6.2 % ou une inflammation mastocytaire supérieure a 2.6 % sont associées a de plus faibles chances de
gagner chez les chevaux de course (17). La neutrophilie pulmonaire chez les chevaux atteints d’asthme

sévere est habituellement supérieurea 25 % (3, 16).

Tableau 1. Valeurs seuils pour la cytologie surlavage bronchoalvéolaire.

Proportion sur lavage bronchoalvéolaire
Type cellulaire Seuil chevaux sains Seuil compatible avec un
asthme légera modéré
Neutrophile <5% > 10 %
Mastocyte <2% >5%
Eosinophile <1% >5%

Adapté du consensus d’experts sur I'inflammation des voies respiratoires inférieures de I'’American
College of Veterinary Internal Medicine (ACVIM) publié en 2016 (3). Ces seuils s’avérent
partiellement arbitraires et peuvent varier selon la localisation géographique des chevaux. Dans
plusieurs publication et contextes cliniques, des seuils de > 2% et > 1 % sont utilisés pour les asthmes
mastocytaires et éosinophiliques, respectivement.

La fonction respiratoire des chevaux peut étre évaluée entre autres par les mécaniques standard ou par
I’oscillométrie (16). L'évaluation de la fonction respiratoire n’est pas un test obligatoire dans |le diagnostic
de I'asthme chez les chevaux puisque le matériel nécessaire n’est pas facilement accessible, et il faut
développer des intervalles de référence pour les asthmatiques légers a modéré. Les mécaniques
conventionnelles permettent de mesurerdirectementle débitd’aira I’aide d’un pneumotachographe et
de lapression pleurale indirecte al’aide d’un cathéter cesophagien (59). La résistance et I’élastance sont
calculées a partir de ces données. L'oscillométrie utilise différentes fréquences afin de mesurer
I'impédance, qui est une mesure indirecte de la résistance et de la réactance (60). La sensibilité de
I’oscillométrie est théoriquement supérieure a celle des mécaniques standard (3, 16). Il y a une forte
association entre une proportion élevée de neutrophiles ou de mastocytes au lavage bronchoalvéolaire

et desfonctions pulmonaires anormales (39).
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Tableau 2. Valeurs seuils pour les fonctions pulmonaires.

Paramétre Seuil identifiant un cheval atteint d’asthme
Mécaniques standard Oscillométrie

Résistance >1cm H,0O/L/s

Elastance >1cm H,0/L

Pression pleurale > 15 cm H,0

Ratio résistance a 5 Hz sur 51

résistance a 10 Hz (R5/R10)

Les intervalles anormaux de résistance et d’élastance pour les mécaniques standard sont basé sur
les intervalles normaux tirés Jean et al., 1999 (59). Le ratio R5/R10 est tiré de Bullone et al., 2014
(61).

(A)

Figure 2. Mécaniques respiratoires.

Evaluation de la fonction respiratoire par I'oscillométrie par impulsion (A) et par les mécaniques
standard (B). Courtoisie de Dre M. Leclere.

1.5 Traitements
Les traitements visent surtout a modulerla réponse inflammatoire des voies respiratoires et aaméliorer

les fonctions pulmonaires et les signes cliniques des chevaux atteints d’asthme. Les recherches sur les
traitements de I’asthme équin ciblent majoritairement les chevaux atteints d’asthme sévere mais les
résultats sont également extrapolés aux chevaux atteints d’asthmelégeramodéré (3). La modificationde
I’environnement et de la régie sont essentiels (62, 63). L'ajout de corticostéroides ainsi que de
bronchodilatateurs permettent un contréle de la maladie lors des crises d’exacerbation et sont souvent
utilisés en support jusqu’a I’atteinte de la rémission clinique par le changement environnemental.

Plusieurs autres avenues thérapeutiques sont également explorées. Eventuellement, lorsque la
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pathogénie de I’asthme sera mieux comprise, des thérapies ciblées pourront potentiellement étre mises

en place.

1.5.1 Modification environnementale
La modification de I’environnement dans I’optique de diminuer I’exposition antigénique (poussiéres et

antigénes) constitue enle meilleur moyen d’améliorer la condition respiratoire (signescliniques, fonctions
etinflammation).Les chevauxgardésal’intérieur sont exposésades particules fongiques, des spores, des
bactéries, des endotoxines, des virus, des gaz déléteres tel I’'ammoniac, des particules organiq ues ainsi
gu’adesacariens (mitesde foinnotamment) (64, 65). Garder un cheval atteint d’asthme au paturage sans
acces a du foin permet d’atteindre une rémission clinique (18, 62, 63, 66-70). Ceci n’est toutefois pas
possible pendanttoute I’'année dans plusieursrégions, c’est doncpourquoi plusieurs études ont exploré
des alternatives moins poussiéreuses. Les trois méthodes principales pour diminuer les particules en
suspension sont 1) de diminuerl’apport en contaminants en modifiant les litieres et aliments utilisés; 2)
de diminuer la reldche de particules dans I'air; et 3) d’augmenter le taux de clairance des particules en
améliorantlaventilation (71). Puisquele foinetlalitiére constituentles principales sources de poussiére,
de spores fongiques et d’actinomycetes dans les écuries (64, 72), différents types de régies
environnementales et alimentaires ont été évaluées. D’autres facteurs, parexemplelarégie des chevaux
dans les boxes adjacents, sont aussi a prendre en compte (73). Les prochaines sections aborderont ces

alternatives permettant de réduire les poussiéres dans I’environnement.

Commencons par s’attarder a ce qu’il advient des particules se trouvant dans I'air. Les particules
inhalables sont les particules de toutes tailles pouvant se rendre aux voies respiratoires. Les particules
respirables sont des particules inhalables, mais qui ont |a capacité de se rendre aux voies respiratoires
périphériques. Cette capacité dépend en majeure partie de lataille des particules, comme dicté parla Loi
de Stroke. Les particulesde petite taille (<5 um) peuvent suivre le fluxd’air pour atteindre les bronchioles
terminalesetlesalvéolesets’y déposer par sédimentation ou en suivant un mouvement brownien (64).
Les particules de plus grande taille, quanta elles, ne peuvent pas changerde direction aussi rapidement
et aisément pour suivre le flux d’air et se heurtent plutot sur les parois du nez, de la trachée ou des
bronches centrales(Figure 3). Extrapolédelalittérature chezleshumains, les particules de tailleinférieure
ou égale a 5 um peuvent se rendre aux voies périphériques des chevaux. Ce sont les particules de la
fraction respirable qui s’avérent étre les plus pertinentes pour la santé (17). De plus, les particules de
petites tailles restent suspendues dans I’air plus longtemps (65), par exemple un spore d’actinomycéte

nécessite plus de 24 h pour descendre de 1 métre en absence de mouvements d'airimportants (74). Il
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n’est donc pas surprenant d’apprendre que |’air d’une écurie est dominée par la présence de particules
respirables(75). Un cheval atteint de maladie pulmonaire chronique présentant une bronchoconstriction,
de I'inflammation pulmonaire et une production excessive de mucus a une déposition de particules plus
importante dans les voies respiratoires centrales par rapport aux voies périphériques (64). Ces
mécanismes de protection sont également présents chez les chevaux sains, mais sont exagérés chez les

chevaux atteints de maladie respiratoire, et pourtant n’empéchent pas le développement de signes

SN
7 @‘t

Figure 3. Devenir des particules dans I'arbre bronchique en fonction de leur taille.

cliniques.

Les particules inhalables de taille supérieure a 5 um ne suivent pas aisément les changements de
direction du flux d’air et se heurtent sur les parois des voies respiratoires supérieures ou inférieures
centrales. Les particules de taille inférieure a 5 um (particules respirables), quant a elles, suiventle
flux d’air et peuvent atteindre les voies respiratoires périphériques, y compris les alvéoles. Adapté
de Clarkeet al., 1987 dans Horse Management (64).

Le concept de « rétention » décritla quantité d’agents pathogenes actifs inhalés présentes a un temps x
danslesvoiesrespiratoires (74). Bien que toutesles particules ne soient pas nécessairement pathogenes,
ce concept pourrait s’appliquer a toutes les particules inhalées lorsqu’il est question d’un cheval
présentantde I’hyperréactivité bronchique. Nécessairement, plus la concentration en particules inhalées
est élevée, plus cette rétention est importante. L'apport en particules inhalées est également influencé
par le flux d’airrespiré, le volume courant, les pauses respiratoires ainsi que les variations régionales des
fonctions pulmonaires. Ce concept simple s’avere important lorsque qu’il est question de la régie d'un

cheval prédisposé aux affections respiratoires chroniques telles que I'asthme.

Ce sont les concentrations en particules dans |'aire respiratoire autour des naseaux, en comparaison a
I’environnement du box, quisont les plus importantes a considérer (17, 19). La neutrophilie pulmonaire
est positivement corrélée a la quantité de poussiéres respirables dans I’aire respiratoire du cheval (17).

Lorsque la ventilation dans|’écurie estadéquate, lamesure de laconcentration en poussieres au niveau

28



du box sous-estime la concentration dans I’aire respiratoire, surtout en présence d’un environnement
hautementantigénique (71). Il ad’ailleurs été montré que la concentrationen particules respirables était
supérieure dans |’aire respiratoire qu’ailleurs dans I’écurie (76). Quoi qu’il en soit, la concentration en
poussieres respirables dans|’aire respiratoire estsujette aune variation individuelle, fort probablement
reliée au comportement (76). On ne peut donc pas assumer que cette concentration sera similaire pour

différents chevaux maintenus dans un méme environnement.

1.5.1.1 Les différentes sources de foin et de litiere
Plusieurs études se sont attardées a la comparaison de différentes régies sur les signes cliniques, la

fonction et I'inflammation pulmonaires chez les chevaux. La quantité de poussiéere a laquelle un cheval
est exposé en étantlogé al’intérieursur paille avecdu foin est suffisante pour causer une inflammation
pulmonaire neutrophilique transitoire chez les chevaux sains, sans signes cliniques associés (77). Le
paturage demeure la meilleure option pour les chevaux atteints d’asthme sévere. Non seulement cet
environnement procure lamoins forte concentration en particulesrespirables (78) et en endotoxines (78,
79), maisil permet également une amélioration ou une normalisation des mécaniques respiratoires (62,
63, 66-70, 80), éliminel’hyperréactivité bronchique (67) etamélioreles signes cliniquesobservés chez les
chevaux asthmatiques sévéres (18). L'inflammation pulmonaire tend a se normaliser mais |'effet varie
selonlesétudesetladurée de I’exposition. Quelquesétudes ont obtenu un pourcentage de neutrophiles
pulmonaires environnantles 5% suivant trois (70, 80) ou six mois (63) de maintien au paturage, toutefois
plusieurs autres études ont montré une diminution de I'inflammation pulmonaire sans toutefois que la
neutrophiliene descendesous 5 ou 10% (68, 69, 81). Une obstruction périphérique des voies respiratoires
perdure toutefois malgré un maintien prolongé, enterme d’années, au paturage sans accés au foin (68).
Cette obstruction pourrait entre autres étre secondaire a un bronchospasme résiduel, au remodelage

péribronchique etaun certain degré d'inflammation persistante (16, 63, 70).

C’est la nourriture qui a la plus grande influence sur la quantité de poussieres respirables a laquelle le
cheval est exposé autour de ses naseaux (82-84). De maniére générale, les études s’entendent pour dire
gue le foin, surtout de mauvaise qualité, dégage plus de poussiére totale et respirable, et devrait étre
remplacé par des substituts moins poussiéreux (71, 78, 82, 83). En effet, un foin de mauvaise qualité
produit environ 10fois plus de poussieres respirables qu’un foin de bonne qualité, et ce dernier demeure
tout de méme plus poussiéreux que les pellets de luzerne et I’ensilage d’herbe (grass silage) (83).
L’évaluation visuelle du foin n’est pas suffisante car méme un foin semblant étre de bonne qualité

contiendra des moisissures et des bactéries (85, 86). Quant aux litieres, les copeaux de bois sont
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généralement moins poussiéreux que la paille (71, 78, 82), maisil existe une grande variabilité entreles
différents lots de litiere (42, 83). D’autres alternatives aux copeaux de bois sontla litiére de carton et de

papier (38, 69).

In vivo, une amélioration de la fonction pulmonaire, a ne pas confondre avec une normalisation, et des
signescliniques des chevaux atteints d’asthme est observée avecdes copeaux de bois et des pellets (62,
87), et avec de la litiere papier et de la moulée cubée (88). Les pellets permettent également une
amélioration de laneutrophilie pulmonaire dés 65jours d’exposition (87). Pour les chevaux en rémission
d’asthme, les copeaux de bois etl’ensilage de foin oulalitiére de carton etl’ensilage d’herbe permettent

de maintenirlarémission (66, 67, 69).

Les alternativesaufoinet a la paille permettent aussi de réduire les endotoxines dans |’ environnement,
d’ailleurslaconcentrationen endotoxines est corrélée avecla concentration en poussiéres totales autour
desnaseaux (19, 78, 84). Lesendotoxines dans|’aire respiratoire sont environ huitfois plus concentrées
dansun box avecpaille etfoin parrapportau paturage (79). Un systéme de régie moins poussiéreux (box
bien ventilé, copeaux de bois et ensilage de foin) procure une concentration en endotoxines similaire a
celle retrouvée au paturage (78). La concentration en endotoxines est majoritairementinfluencée parle

type de fourrage, mais aussi par le type de litiere (84).

L'utilisation d’un filet a foin augmente significativement les concentrations en particules inhalables et
respirables eten endotoxines dans|’aire respiratoire parrapporta un cheval nourri au sol, et favorise le
développement d’inflammation pulmonaire éosinophilique (19, 76). Des résultats divergents quant a la
fractionrespirable etalaconcentration en endotoxines ont par contre été obtenus dans une autre étude
(17). Toutefois, dans cette derniére étude, les filets a foin étaient suspendus a I’ extérieur du box des

chevaux, ce qui pourrait entre autres diminuerla proximité entreles naseaux etle foin.

Le trempage du foin est une pratique fréquemment utilisée par les propriétaires afin d’augmenter les
propriétés hygiéniques de celui-ci.Ce procédé permet de réduire de plus de 90% le nombre de particules
de tailleinférieure a5 um (respirables) dansle foin aprés untrempage de 10 ou 30 minutes (65, 86, 89),
et tend a réduire sa concentration en endotoxines et en moisissures respirables (84, 85, 89). In vivo, le
trempage du foin permet de réduire de plus de la moitié cette concentration en poussiéres respirables
autour des naseaux (73). Toutefois, le procédé de trempage cause une perte de nutriments dans le foin
apres seulement 30 minutes de trempage (65) et méne a une augmentation de lacharge bactérienne du

foin (85, 89). Malgré ces effets qui diminuent potentiellement la qualité hygiénique du foin, offrir du foin
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trempé pour 45 minutes a des chevaux atteints d’asthme sévére permet une amélioration des scores
cliniques et des mécaniques respiratoires (Westerfeld et al., Effects of soaked hay on lung function and

inflammation in horses with severe asthma, Veterinary Comparative Respiratory Society, décembre 2020).

Le procédé de pasteurisation du foin(hay steaming) permet d’augmenter la qualité hygiénique du foinen
réduisant la quantité de bactéries viables et de moisissures (81, 85, 86, 89, 90), les concentrations en
endotoxines dans |'aire respiratoire des chevaux (81) et les particules respirables se dégageant du foin
(65, 86, 89). Le foin pasteuriséal’avantage de conserver les nutriments contenus dans le foin parrapport
au fointrempé (65, 86). Orard et al. remettenten doute |'efficacité de ce traitement en montrantque sa
concentration en poussiéres respirables n’est pas différente de celle du foin sec et en montrant que le
foin pasteurisé induit une inflammation pulmonaire neutrophilique chez les chevaux atteint d’asthme
sévere (81). Un autre procédé de transformation permettant théoriquement de diminuerla poussiére et
les spores se dégageant du foin est le systeme Nutri-Foin®, quimélange de |’huile de soya au foin. Le Nutri-
Foin® a une efficacité similaire aux pellets de luzerne chez des chevaux atteints d’asthme sévere,
permettant une amélioration desfonctions pulmonaires, de la neutrophilie pulmonaire et des scores de
mucus trachéaux (87). Malgré I’amélioration de ces parametres, peu se sont normalisés apres trois mois

de traitement (Nutri-Foin® ou pellets).

1.5.1.2 Les effets de I'activité dans I'écurie sur la remise en suspension des particules
Il s’avere pertinent de garderun cheval asthmatique a distance des aires plus mouvementées de |’ écurie,

tout ens’assurant que ce box soitbienventiléet soitlocaliséadistance desréserves de foin etde litiere.
Il estrecommandé de sortirle chevalde son boxlorsque ce dernier est nettoyé et que de lanouvelle litiere
estajoutée (64, 72, 73, 75). En effet, laconcentration en poussiéresinhalables dans I’air peut augmenter
de trois a six fois laconcentration normaledans ces conditions (72). Il a été montré que le nettoyage d'un
box influence la concentration en particules respirables dans les boxes adjacents (73), suggérantqu’il faut
également faire attention au choix de litiere et de fourrage des autres chevaux de |’écurie, et non
seulement de ceux atteints d’asthme. D’ailleurs, les concentrations en particules totales sont
positivement corrélées avecle nombre de chevaux logés dans |’écurie durant I’hiver (91). Une étude a
toutefois montré que le changement de régie seulement pour le box du cheval prédisposé est suffisant
pouraméliorerlafonction pulmonaire (62), par contre il est probablement juste de dire quel’amélioration

de lafonction serad’autant plusfavorisée sil’environnement global de I’ écurie est moins poussiéreux.
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1.5.1.3 Laclairance des particules dans I'air
La clairance de particules dans I’air est influencée par plusieurs facteurs dont la sédimentation des

particules etlarespiration du cheval, maisla majeure partie de cette clairance est fournie parla ventilation
dansle box etdans|’écurie (74). Comme mentionné précédemment, lesparticules de petite taille comme
les spores et les bactéries prennent beaucoup de temps a sédimenter dans des conditions calmes. La
ventilation constitue ainsi en le meilleur moyen d’éliminer ces particules de I’air de I’écurie (72, 74). La
ventilation dépend beaucoup de la conception de I’écurie, mais, en regle générale, il faudrait viser un
minimum de quatre changements d’air par heure (72). Cependant, le type de construction influence plus
la concentration en particules inhalables que respirables (17). Une ventilation trop faible, en plus de
diminuerlaclairancedesantigénes en suspension, mene alastagnation del’air, augmente la température
ambiante ainsi que I’humidité et la condensation et favorise ainsi la prolifération de moisissures et de
bactéries (64). Maintenirlesportesde I’écurie ouvertes permet de diminuer la concentration en particules

dans I’airde |’écurie (76, 91).

1.5.2 Médication
Cette section aborde les deux traitements médicaux les plus fréquemment instaurés chez les chevaux

atteints d’asthme, soit les corticostéroides et les bronchodilatateurs. Les antibiotiques seront aussi
abordés en raison de leur utilisation fréquente en premiére ligne avant qu’un diagnostic d’asthme soit
posé.

1.5.2.1 Corticostéroides

Les glucocorticostéroides sont utilisés afin d’accélérer I'amélioration des signes cliniques et de
I’obstruction pulmonaire. Ces anti-inflammatoires stéroidiens diminuent I’expression de cytokines et
autres facteurs inflammatoires, et augmentent I’expression de médiateurs anti-inflammatoires (92). Il
sera ici seulement question des molécules les plus fréquemment utilisées. Pour de plus amples
informations, une synthese sur I’utilisation de glucocorticoides chezles chevaux atteints d’asthme a été

publiée récemment (93).

La possibilité que les corticostéroides causent des effets adverses systémiques est évaluée par la
suppression de I’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (axe HHS), mesurée en dosant le cortisol ou
I’hormone adrénocorticotrope (ACTH) sériques ou en évaluant la réponse a une administration d’ACTH.
Ces effets, malgré querarement rapportés, comprennent une prédispositionaux infections, delafourbure
(surtout chez les individus déja prédisposés), de la polyurie et polydipsie, une guérison retardée, de

I’hyperglycémie, une hépatopathie, unefonte musculaire, etc. (92). Pourles corticostéroides administrés
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par voie systémique, le plus efficace est souvent celuiqui ale potentiel de causer le plus d’effets adverses

alors que celui qui montre peu de suppression de I’axe HHS est souvent aussi moins efficace.

Il est recommandé d’utiliser, lorsque possible, des corticostéroides a action locale plutot que systémique
afinde limiterleurs potentielseffets adverses(92). Dans le cas de chevaux atteints d’asthme, c’est |a voie
parinhalation qui permet une action pluslocale. Laciclésonide (vial’AservoEquiHaler ®), une pro-drogue
homologuée pour le traitement de I’asthme équin, permet une amélioration des fonctions pulmonaires
et du score clinique des chevaux atteints d’asthme sévere gardés dans un environnement hautement
antigénique en 7jours (94). Un grand avantage de la ciclésonide est qu’elle ne cause pas de suppression
de I’axe HHS et serait doncassociée a peu d’effets adverses. Laciclésonide s’est aussi avérée efficace sur
le terrain, permettant une amélioration de la clinique chez la plupart des chevaux traités, surtout ceux
présentantinitialement des signes séveres (95). Lafluticasone, le budésonide etlabéclométasone inhalés
permettent une amélioration des fonctions pulmonaires, mais causent une suppression de |’axe HHS (63,
80, 92, 96-100). La dexaméthasone nébulisée n’est pas efficace pouraméliorer les fonctions pulmonaires

et supprime tout de méme I’axe HHS chezles chevaux asthmatiques (101, 102).

Chez les chevaux ne répondant pas aux corticostéroides inhalés, ou pour une raison budgétaire, des
corticostéroides systémiques sont souvent administrés. Ces derniers permettent une amélioration
habituellement plus importante et plus rapide que les corticostéroides inhalés (93). La dexaméthasone
esttrés puissante et son administration orale permet une amélioration rapide des fonctions pulmonaires
et de la clinique des chevaux, méme sans changement environnemental en paralléle (< 3-7 jours) (94,
103). La dexaméthasone engendre toutefois une suppression de I’axe HHS. La prednisone n’améliore pas
les mécaniques pulmonaires de chevaux atteints d’asthme sévére et n’accélére pas leur normalisation
(62), possiblement d( a sa biodisponibilité orale limitée et sa faible biotransformation en prednisolone
chez cette espece (92). La dexaméthasone est plus efficace que la prednisolone orale et ces deux

traitements causent une suppression de I’axe HHS (103).

Combiner I’administration de corticostéroides a un changement de régie permet d’accélérer
I’amélioration des fonctions et du remodelage pulmonaires (63). Les corticostéroides n'ont cependant
peu ou pasd'effet surlaneutrophilie pulmonaire (3, 93). Chezles humains, les individus atteints d’asthme
neutrophilique nécessitent souvent de plus fortes doses de glucocorticoides que les ceux présentant
d'autres phénotypes inflammatoires. Hirsch et al. ont toutefois montré que les neutrophiles, humains

comme équins, sont sensibles aux corticostéroides (104).
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1.5.2.2 Bronchodilatateurs
Les bronchodilatateurs sont utilisés comme drogue de secours lors des crises d’exacerbation, pour

augmenter la déposition pulmonaire des corticostéroides inhalés et pour indirectement faciliter la
clairance mucociliaire (3, 16). De maniére générale, les bronchodilatateurs agissent rapidement mais pour
une courte durée. lls ne devraient pas étre utilisés comme monothérapie et sont plus efficaces lorsque

combinésaun corticostéroide (3).

Deux types de bronchodilatateurs sont plus fréquemment utilisés : les agonistes 82 adrénergiques et les
agents parasympatholytiques/anticholinergiques (16). L’albutérol, le salmétérol et le clenbutérol sont des
agonistes B2 adrénergiques. Le clenbutérol est le seul bronchodilatateur homologué pour le traitement
de I’asthme équin (16). L'administration d’albutérol (salbutamol, Ventolin®) en inhalable permet une
améliorationdes fonctions pulmonaires des chevauxen exacerbation (105). Le salmétérol, un agoniste 32
adrénergique alongue action, administré seul parnébulisation permet une amélioration temporaire des
fonctions pulmonaires, mais sa combinaison avec un corticostéroide est nécessaire pour éviter la
régulation a la baisse des récepteurs B2 adrénergiques (80). La combinaison fluticasone/salmétérol
(Advair®) en inhalable permet une normalisation de la résistance et de I’élastance pulmonaires en une
semaine de traitement, et permet une diminution de la neutrophilie pulmonaire en huit semaines chez

les chevaux atteints d’asthmesévére initialement en exacerbation (80).

L'atropine etle butylscopolamine (Buscopan®) sont desagents parasympatholytiques qui permettent une
amélioration rapide etde courte durée des fonctions pulmonaires des chevaux en exacerbation (48, 106,
107). Latropine peut toutefois causer des effets adverses tel l'iléus, alors que [I’utilisation du
butylscopolamine est plus sécuritaire (48). Le butylscopolamine et |’atropine sont surtout utilisés dans le
contexte de larecherche afin de documenterlaréversibilité de |'obstruction respiratoire et afin d’évaluer
la présence d’'un bronchospasme résiduel chezles chevauxatteints d’asthme.

1.5.2.3 Antibiotiques

Malgré I’étiologie non infectieuse de I’asthme, tant équin qu’humain, I'identification d’une dysbiose chez
les individus atteints (Chapitre 2) suggére que I’ajout d’un antibiotique au plan de traitement pourrait
s’avérer bénéfique. Les études s’avérent minime sur ce sujet chez les chevaux, et de plus amples
recherches s’avérent nécessaires avant de se positionner sur |’utilité de I’ajout d’un tel traitement aux
traitements médicaux conventionnels. L’addition d’un traitement antibiotique de ceftiofurau traitement
standard (modification environnementale, corticostéroide et bronchodilatateur) n’a pas mené aune plus

grande amélioration que le traitement standard seul (108). Un traitement de dix jours d’azithromycine
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seul n’a montré aucun effet sur la neutrophilie pulmonaire de chevaux atteints d’asthme sévére, mais
occasionne une diminution de [I’expression génique d’interleukine-8, suggérant que |'effet
immunomodulateur de cetantibiotique est insuffisant pour meneraune amélioration, du moins pas a si
court terme (109). Une tendance al’augmentation de lacharge et de la diversité bactériennes en culture
sur lavage trachéal est observée chez les chevaux ayant préalablement recu un traitement antibiotique,
effet a ne pas négliger lorsqu’un tel traitement est instauré (108). Pour le moment, les antibiotiques ne
semblent pas bénéfiques chez les chevaux atteints d’asthme sans évidence de surinfection. Chez les
humains toutefois, certaines études semblent appuyer leur utilisation chez les sujets atteints d’asthme

sévere (voirsection 2.4.1).

35



Chapitre 2 — Microbiote/microbiome

2.1 Notions générales sur le microbiote et le microbiome
Le microbiote consisteen I’ensemble des microorganismes (bactéries, virus, fongi, archées, etc.) formant

une communauté en un lieu alors que le microbiome consiste en I'’ensemble des génes de cette
communauté (110). Le terme « microbiote » devrait étre employé lorsqu’il est question d’une étude
taxonomique mémesileséquencage estimpliqué, alors que leterme « microbiome » devrait étreréservé
pour les études s’attardant au matériel génétique en entier, soitlesméta-génomiques (111). L’étude du
microbiote et du microbiome, tantdans I’homéostasie que dans la pathologie, apris de I'importance au
cours des derniéres années avec le développement de techniques permettant la détection de faibles
guantités de matériel génétique. Lacomplexité et lavariabilité entre lesindividus, et méme au seind’un
méme individu dans le temps, ne facilite pas sa caractérisation (112). La culture a longtemps été utilisée
pour caractériser les microbiotes, autrefois nommés « flores bactériennes », toutefois cette technique
présente plusieurs limites, notamment en favorisantla détection de bactéries qui croissent bien dans les
milieux et conditions de culture standard et en étanttres limité e pourles microorganismes autres que les
bactéries (111). De nouvelles technologies offrant de meilleures sensibilité et spécificité remplacent la
culture traditionnelle. Dans le présent chapitre, par défaut le terme « microbiote » fera référence au

microbiote bactérien.

Le géne codant pour I’acide ribonucléique 16S (ARNr 16S) code pour la sous-unité 30S des ribosomes
procaryotes bactériens et estainsi retrouvé seulement chez ces microorganismes. Ce gene est hautement
conservé entre les différentes especesbactériennes. Une amplification PCR utilisant des amorcesliant les
régions hautement conservées de ce gene suivi du séquencage des régions hypervariables, technique
appelée séquencage de nouvelle génération (next-generation sequencing, NGS) ou séquencage haut
débit, estalabase des méthodes d’analyse qui ont révolutionné I’ étude du microbiote. Contrairement au
séquencage Sanger, le NGS permet de séquencer plusieurs brins enparalléle etpermet doncun plus grand
volume d’analyse (111). Il faut toutefois garder en téte quela détection PCR ne permet pas de différender
les microorganismes vivants des morts, et de leurs fragments d’ADN. Lorsqu’un microorganisme prédis
est recherché, |'utilisation de la PCR ou du gPCR s’avére la technique de choix. D’autres techniques
permettant la caractérisation du microbiome, telles que les analyses méta-transcriptomiques ou méta-
proténomiques, permettant la détection d’ARNm ou des protéines bactériennes respectivement, ne

seront pas abordés dansle présentmémoire (111).



Le terme « unité taxonomique opérationnelle » (operational taxonomic unit, OTU), utilisé a quelques
reprises dans ce mémoire, correspond a un regroupement de séquences spécifiques fortement similaires
(habituellement au-dessus de 97 % d’homologie), etlorsque ces séquences sont comparées aux genes de
référence, elles permettent généralement une identification de microorganismes au taxon espéce (111,
113). Des revues des termes permettant de décrire le microbiote d’un individu ou d’une région
anatomique, décrits ici comme la communauté, sont disponibles pour ceux souhaitant approfondir ce

sujet (110, 111, 113, 114).

2.2 Notions générales sur le microbiote respiratoire
L'étude du microbiote pulmonaire est compliquée par |la faible biomasse présente dans cet organe. En

effet, les poumons de sujets sains ont été considérés comme étant stériles jusqu’a récemment, et ont
d’ailleurs été exclus de la premiére mouture du Human Microbiome Project, en 2008, visant la
caractérisation du microbiote de 18 régions anatomiquesdu corps humain (115). Hilty et al., en 2010, ont
publié le premier article ayant recours au NGS afin de caractériser le microbiote pulmonaire chez des
individussains, atteints d’asthme ou atteints de maladie pulmonaire obstructive chronique (MPOC) et ont
démontré que les voies respiratoires inférieures ne sont pas stériles, méme chezlessujets sains (13). La
faible charge en microorganismes de cet organe et la surreprésentation de I’ADN de |‘h6te parrapporta
I’ADN bactérien expliquent cette découverte tardive. Depuis, plusieurs techniquessont décrites, allant de
la collecte des échantillons a I’analyse bio-informatique des données, afin d’optimiser la détection de
matériel génique et d’assurer la fiabilité des résultats lorsqu’il est question d’échantillons a faible
biomasse (116). Par exemple, chez les chevaux, une gaine protectrice peut étre utilisée lors du
prélevement de lavages bronchoalvéolaires afin de réduire la contamination de I’échantillon par le

microbiote desvoies respiratoires supérieures (117).

La venue de méthodes indépendantes de la culture pour la caractérisation du microbiote pulmonaire a
permis de revisiter lestermes « agent pathogenerespiratoire » et « infection » (118). En ce sens, plusieurs
microorganismes isolés des voies respiratoiresinférieures en culture étaient nécessairement considérés
comme des agents pathogenes, alors que leur récenteidentification al’aide d’une méthode indépendante
de la culture permet parfois leur reconnaissance également chez des sujets sains. Ainsi, pour certains
microorganismes, I'induction de pathologie va au-dela de la présence seule, et pourrait étre dii entre
autresa une variation danslaquantité absolue, aune variation dans leurabondance relative parrapport
aux autres espéces, a la souche bactérienne et ses facteurs de virulence, ou aux conditions de

I’environnement pulmonaire influengant I’homéostasie (118). L'interaction de I’hoGte avec des
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microorganismes commensaux est plus complexe et dynamique que celle avec des agents pathogenes
primaires. Dans certain cas, le terme « amphibiont », décrivant une interaction parfois pathogénique,
parfois symbiotique dépendamment des circonstances entre une bactérie et son hoéte, s’applique mieux
(112). 1l est plus approprié de comparer les caractéristiques décrivant les communautés dans leur
ensemble afin de déterminer une certaine causalité (112). Le terme « dysbiose » décrit un changement
dans la structure du microbiote normal, souvent secondairement a des facteurs externes comme un
traitement antibiotique ou méme le statut de santé (112). Il peut toutefois exister plusieurs degrés de
dysbiose séparantle poumon sain du poumon atteint d’uneinfection, et c’est dans ce spectre de dysbiose
que pourrait se retrouverles maladies non infectieuses telles I'asthme et |a fibrose kystique (118). Il existe
plusieurs variations, mais, de maniére générale, lalittérature semble soutenir que lasanté est associée a

un microbiote diverse (119).

Le microbiote pulmonaire est dynamique et estinfluencé par|’apport en microorganismes en provenance
de I’environnement et des voies respiratoires supérieures, leur élimination, leur croissance au niveaudes
poumons et les conditions locales comme la température, le pH, les nutriments, la tension en oxygéne,

etc. (120).

INFLAMMATION

ALTERATION DE DYSBIOSE
L'ENVIRONNEMENT N
PULMONAIRE

Figure 4. Cercle vicieux impliquant I'inflammation et la dysbiose des voies respiratoires inférieures.

L’exposition d’un sujet prédisposé a un déclencheur pourrait induire le développement
d’inflammation locale ou d’une dysbiose et déclencher ce cercle vicieux. Ce cycle s’amplifiant lui-
méme justifie la proposition que les crises d’exacerbation d’asthme coincident avecles épisodes de
dysbiose pulmonaires (120). Adapté de Dickson et al., 2014.
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2.3 Microbiote bactérien respiratoire et I'lasthme équin
Le séquencage de nouvelle génération (NGS) et le qPCR ont permis la caractérisation du microbiote

respiratoire de chevaux etd’anessains (121, 122) et de chevaux atteints d’asthme légeramodéré (4, 33,
34) ou sévere (11). Les quatre phyla les plus abondants dans les voies respiratoires des équidés,
indépendamment du statut de santé, sont les Protéobactéries, les Actinobactéries, les Firmicutes et les
Bactéroidetes (4, 34, 122). Selon les études, les familles Moraxellaceae et Bacillaceae et les genres
Acinetobacter, Streptococcus, Sphingomonas et Pantoea sont les plus abondants dans les voies
respiratoires (4,121, 122). Lesvoiesrespiratoires supérieures sont plus riches (larichesse correspond au
nombre de taxa différents compris dans une communauté) que les voies respiratoires inférieures, et les
communautés different entre ces deuxrégions anatomiques (4, 11, 121). Lorsque la culture (identification
morphologique et biochimique) est employée pour analyser le microbiote des voies respiratoires
supérieures (nez ou nasopharynx) de chevauxsains ou avec maladie respiratoire, les genres prédominants
sont Bacillus spp., Streptococcus spp., Staphylococcus spp. et Pantoeaspp. (123, 124). Streptococcus equi
subsp. zooepidemicus est fréquemment isolé du nez et de la trachée dans les deux groupes, et S. equi
subsp. zooepidemicus et Nicoletella semolina croissent plus fortement dans la trachée de chevaux avec

atteinte respiratoire (124).

S. equi subsp. zooepidemicus (38) et Pasteurella/Actinobacillus spp. (5-8, 10, 33, 125) sont les bactéries
les plus fréquemment associées avec de I'inflammation respiratoire, en culture pure ou mixte. Les
Pasteurellaceae, dont Pasteurella spp. et Actinobacillus spp., seront détaillés dans la section 3.5.2 Les

Pasteurellaceae et I’asthme équin. Lorsque la culture sur lavage trachéal révéle la présence de ces

bactéries spécifiques, les jeunes chevaux sont deux fois plus a risque de présenter de I'inflammation
trachéale (6, 8). Des associations positives entrela quantité de bactéries retrouvées en cultureetle degré
d’inflammation (6, 7, 38), la présence de toux (10) ou le risque qu’un diagnostic d’inflammation
respiratoire soit posé (5, 8) sont observées. Une croissance plusimportante surlavage bronchoalvéolaire
est également observée chez les chevaux présentant une forte intolérance a |'exercice (44).
Etonnamment, la charge bactérienne retrouvée dans la trachée, lorsqu’évaluée par qPCR, est inférieure
chez les chevaux atteints d’asthme modéré par rapport aux chevaux sains dans une étude (33). S.
pneumoniae est aussi associé avec l'inflammation des voies respiratoires inférieures, mais
majoritairement chez de jeunes chevaux (5-8). Mycoplasma equirhinis (8), Mycoplasma felis, un
Streptococcus non hémolytique (5) et d’autres espéces du genre Streptococcus ainsi que Bordetella
bronchiseptica (10) sont associés a la condition, mais de facon variable dans les différentes études.

L'inhalation d’extraits de la bactérie Micropolyspora faeni (maintenant Saccharopolyspora rectivirgula)
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induit une neutrophilie pulmonaire chez les chevaux atteints d’asthme sévére (31). Une certaine
immunisation envers lesbactéries reliéesala pathologie se développantavecl’age est suspectée puisque
lesjeunes chevaux sont plusarisque de développerde I'inflammation des voies respiratoires inférieures
(5-8, 38). Toutefois, sanstenircompte de I’age, laplupart des chevaux étant atteints d’inflammation des
voies respiratoires inférieures présentent une culture trachéale positive, suggérant une composante
bactérienne commune (7). Cecin'atoutefois pas été observé dansI'étude de Dauvillier et al. (32), et entre
4 et 58 % des lavages trachéaux de chevaux atteints d’inflammation des voies respiratoires inférieures
montrent une croissance bactérienne limitée ou nulle (8, 10). Il faut toutefois garderentéte que dans la
plupart des études baséessurde grandes cohortes, le diagnosticd’asthme est basé sur lessignes cliniques,
avecou sansinflammation trachéale. Aussi, I’ utilisation de la culture n’est pas laméthodela plus sensible
ni spécifique pour la caractérisation du microbiote respiratoire, c’est donc pourquoi les études plus
récentes se tournent vers des méthodes indépendantes de la culture. Par exemple, la PCR permet
I’identification de bactéries dans un plus grand nombre d’échantillons respiratoiresque la culture (15, 33,

126, 127).

Alors que le microbiote desvoies respiratoiressupérieures(nasopharynx/oral/nasal) des chevaux atteints
d’asthme s’avere similaire a celui des chevaux sains, une dysbiose respiratoire inférieure est observée a
I’aide du séquencage de nouvelle génération chezleschevaux atteints d’asthme (4, 11). En effet, dans les
formes légeéres a modérées, la structure du microbiote des voies respiratoiresinférieures (trachée dans
cette étude) différe selon le statut de santé des chevaux et est influencée par une variation dans
I’abondance relative de six OTUs (4). Entre autres, I’abondance relative du genre Streptococcus spp. est
plusélevéechezles chevaux atteints d’asthme. Toutefois, dans cette étude, les chevaux ont été qualifiés
comme sains seulementsurlabase d’une cytologie normale sur lavage bronchoalvéolaire, alors que tous
avaient un historique de toux. La différence entre les communautés pulmonaires des chevaux sains et
atteints d’asthme sévere est plus importante lorsque ces derniers présentent de I'inflammation
pulmonaire et une obstruction respiratoire (11). Aucune OTU particuliére n’est associée avecle statut de
santé, mais une tendance a la surreprésentation de la famille Pasteurellaceae est observée chez les
chevaux atteints d’asthme sévére. Les microbiotes oral, nasal et pulmonaire sont influencés par
I’environnement dans lequelle cheval réside, et cette influence surle microbiote pulmonaire est d’autant
plus forte chez les chevaux sains, suggérant que le statut de santé a une influence plus importante que

I’environnement (11).
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L'administration parentérale de dexaméthasone altére le microbiote bactérien des voies respiratoires
inférieures des chevaux, sains comme atteints d’asthme (4). En effet, ce traitement a mené a une
modification de la structure des communautés en affectant |’abondance relative de 11 OTUs, dont une
augmentation de Streptococcus spp. Ainsi, ce traitement pourrait favoriser la surcroissance de genres
bactériens entretenant I'inflammation, menant a une persistance de la neutrophilie pulmonaire ou
favorisantlesrechutessuite al’arrét des traitements. Un traitement de dexaméthasone nébulisée, quant

a lui, n’affecte pas le microbiote bactérien des voies respiratoires inférieures (34).

2.4 Microbiote bactérien respiratoire et I'lasthme chez ['humain
Cette section n’est pas une revue compléte de lalittérature du microbiote respiratoire et del’asthme chez

les humains. Son but est de fournirune base permettant de fairedes comparaisons avecl’espéce équine.

Le microbiote pulmonaire des individus sain est dominé par les phyla Bactéroidetes, Firmicutes et
Protéobactérie, et par les genres Prevotella, Veillonella, Streptococcus et Pseudomonas (résumé par
(118)). Chez les individus atteints d’asthme, une dysbiose est observée par rapport aux sujets sains et
plusieurs études rapportent une augmentation de I’abondance relative du phylum des Protéobactéries,
majoritairement résultant d’une augmentation relative des genres Haemophilus, Moraxella et Neisseria
(13, 14, 128). Plusieurs familles appartenant a ce phylum ont d’ailleurs été associées a I’hyperréactivité
bronchique chez des patientsd’atteint d’asthme difficilement contrélable (12), a une détérioration et une
instabilité du score du Asthma Control Questionnaire (ACQ) (128, 129) et a I’expression de génesassociés
alavoie desTh17(128). Haemophilus influenzae estle microorganisme le plus fréqguemment détecté, seul
ou en combinaison, chez les patients en exacerbation aigué d’asthme bronchique (15). Une fois
I’exacerbation résolue, cette bactérie n’est plus retrouvée chez plusieurs patients, appuyant soit un role
causal de la bactérie ou une surcroissance secondaire a I’environnement inflammatoire. L’observation
d’une association entre l'identification d’H. influenzae, Streptococcus pneumoniae et Moraxela
catarrhalis dans le nasopharynx de nouveau-nés et le développement d’asthme juvénile appuie aussi
I’implication dela dysbiose dansl’inductionde la maladie (130). Une étude n’a pas observé de microbiome

altéré chezlessujets atteints d’asthme (131).

Tout comme chezleschevau, il existe différents phénotypes inflammatoires d’asthme chez les humains,
a savoir les phénotypes éosinophilique, non éosinophilique (neutrophilique, pauci-granulocytique) et
mixte. Les phénotypes non éosinophiliques sont associés a une moins bonne réponse aux traitements
conventionnels (132). Le mécanisme immunitaire menant a I'asthme de phénotype éosinophilique

implique lavoie de signalisation Thelper2 (Th2) (résumé par (133)). Les cytokinesinterleukine5(IL-5) et
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IL-13, associées acette voie de signalisation, sont positivement corrélées al’éosinophilie chez ces sujets
(134). La plupart des études ne rapportent aucune dysbiose bactérienne spécifique ni associationentre le
microbiote et les marqueurs inflammatoires de la voie Th2 chez les patients atteints d’asthme
éosinophilique, contrairement au phénotype neutrophilique (128, 135). Une étude a toutefois montré
gue |I"éosinophilie sur sputum et les concentrations en IL-13 sont faiblement mais significativement
corrélés aux charges en Porphyromonas pasteri et Veillonella rogosae (134). Certains genres bactériens,
comme par exemple Streptococcus spp. et Neisseria spp., sont plus abondants chez les patients atteints
d’asthme éosinophilique par rapport aux autres phénotypes inflammatoires, sans toutefois que

I’éosinophilie sursputum soit corrélée alacomposition du microbiote (134, 135).

Le développement de la neutrophilie pulmonaire dans I’asthme pourraitétre secondaire al’activation des
voies de signalisation Th1 ou Th17 plutdt que Th2 (128, 136). Le microbiote semble aussi associé a ce
phénotype inflammatoire, d’ailleurs la proportion en neutrophiles dans le sputum représenterait le plus
fort prédicteur de la composition du microbiote (135). Les individus atteints d’asthme neutrophilique
présentent une communauté pulmonaire distincte, moins riche et moins diverse, des autres phénotypes
inflammatoires (128, 135, 137, 138). Ce changement dans ladiversité est probablement secondairea une
hausse de I’abondance relative du phylum des Protéobactéries, plus spécifiquement Haemophilus spp. et
Moraxella spp. (135, 137, 138). Toutefois, en contrélant pour la surreprésentation de ces genres, une
dysbiose esttoutde mémeidentifiée danslesputum de ces sujets (135). Haemophilus spp., Streptococcus
spp. etsurtout M. catarrhalis sont associés alaneutrophilie sur sputum, alaconcentration eninterleukine
8 et sont surreprésentés chez les sujets atteints d’asthme résistant aux traitements (136). Le systeme
immunitaireinné pourrait aussi étre impliqué dans le développement del’asthme neutrophilique, en effet
on retrouve chez ces individus une plus forte expression de certains récepteurs (TLR2, TLR4 et CD14) et
cytokines (IL-8etIL-1B) associés ace type de réponse immune (30). L’activation du systéme immunitaire

inné pourrait faire suite a une activation parles LPS ou par une colonisation bactérienne chronique.

En résumé, ladysbiose pulmonaire observée chez les patients atteints d’asthme pourrait étre secondaire
au microenvironnement occasionné par l'inflammation et le remodelage tissulaire, mais elle pourrait
peut-étre aussiavoirunlien danslescrises d’exacerbation ou méme dans le développement de certains
typesd’asthme. La causalité n’est pas simple a démontrer, mais les données semblent pointer de plus en
plus vers une certaine implication du microbiote bactérien pulmonaire dans la pathogénie de I’asthme.
Dickson et al. proposent d’ailleurs que les crises d’exacerbation correspondent a des épisodes de dysbiose

pulmonaire perturbant|’équilibre précaire du poumon déjaaltéré (120).
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2.4.1 Les antibiotiques dans le traitement de I’asthme chez les humains
L'identification d’une dysbiose respiratoire chez les patients atteints d’asthme suggére qu’un traitement

antibiotique pourrait s’avérer pertinent. Les antibiotiques de la classe des macrolides ont surtout été
étudiés, entre autres pourleurs propriétésimmunomodulatrices et anti-inflammatoires en plus de celles

antibactériennes.

L'utilisation d’antibiotiques faisant partie de la classe des macrolides, entre autres I’azithromycine et la
clarithromycine, en supplément aux thérapies conventionnelles, est controversée. Suite a I’ajout d’un
traitement d’azithromycine, une augmentation de la qualité de vie, une diminution de la fréquence des
exacerbations, du nombre d’exacerbations sévéres et des infections ont été observées chez les
asthmatiques séveres nonéosinophiliques apres un traitement de 26 semaines(139) et chez tous lessous-
types inflammatoires aprés 48 semaines (140). La clarithromycine montre aussi une amélioration de la
qualité de vie et une diminution de certaines molécules inflammatoires, surtout pour les sous-types
d’asthme non éosinophilique (141). Toutefois, peud’effets positifs sont observés chezlespatients atteints
d’asthme léger a modéré, suggérant que certaines caractéristiques propres aux individus atteints
d’asthme séveére soient visées par un traitement macrolide (142). Une revue systématique récente sur
I’azithromycine n’a montré aucun effet positif global quant a son utilisation pour le traitement de
I’asthme, toutefois sans tenir compte des différents phénotypes inflammatoires d’asthme (143). Un
désavantage de cetajout thérapeutique estl’induction de résistances bactériennes; en effet des patrons

de résistance peuvent étre identifiés suitea une administration prolongée de macrolides (139, 144, 145).

Il est a se demander si I’ajout d’un antibiotique dans le traitementde |'asthme sévere pourrait avoir un
effet positif aussi en modulant le microbiote pulmonaire, et donc en réduisant une potentielle source
additionnelle de stimulation chronique du systéme immunitaire. En effet, une diminution de la charge
d'Haemophilus influenzae est notée suite a un traitement d’azithromycine (145). Cette bactérie est
fréquemment retrouvée chez les patients en exacerbation aigué d’asthme bronchique (15) et est aussi
associée avecune aggravation du score au Asthma Control Questionnaire (128, 129). Il est probable que
la diminution de la fréquence et de la sévérité des crises d’exacerbation mentionnée plus haut pourrait
en partie étre due a une diminution de la charge de H. influenzae dans les voies respiratoires suite au
traitement antibiotique. La réponse inflammatoire démesurée observée chez les asthmatiques séveres
pourrait découler d’'une réponse normale du systéme immunitaire inné secondairement a une dysbiose

pulmonaire.

43



Lorsque ces études sont considérées conjointement, il semble que I’utilisation d’un antibiotique seul est
moins efficace que lacombinaison de cet antibiotique avecune thérapie anti-inflammatoire. Il est possible
de poser I'hypothése que I’ajout d’un traitement antibiotique peut aider a rétablir un microbiote
pulmonaire normal, et qu’un traitement anti-inflammatoire et bronchodilatateur est également
nécessaire afin d’améliorer la clairance pulmonaire et ainsi permettre le maintien de ce microbiote
normal. Une meilleure caractérisation de |’effet des macrolides dans le traitement de I’asthme sévéere
s’avere nécessaire avantde les considérer comme un additif thérapeutique bénéfique. Pourle moment,
les dernieres recommandations de I’ American Thoracic Society, datant de 2014, déconseillent I’ utilisation
d’antibiotiques macrolides pourle traitement de I’asthme sévére, et ce a cause des preuves insuffisantes
sur leur efficacité ainsi que le fort risque de résistance (146). Ces recommandations n’ont toutefois pas
pris en compte la littérature plus récente sur le sujet, peut-étre que la prochaine version conseillera cet
antibiotique pour certains phénotypes inflammatoires d’asthme sévéere. De plus amples études s’averent

nécessaires chezleschevaux.

Microenvironnement inflammatoire
pulmonaire

P Corticostéroides +
]} ([ bronchodilatateur
Favorise surcroissance certaines bactéries

l |

Amélioration temporaire Amélioration de la
de la dysbiose clairance

Tous nécessaires pour maintenir
un microbiote adéquat?

Figure 5. Intégration des différents traitements de I'asthme.
2.5 Dysbiose bactérienne dans I'asthme : résumé
Alalumiére de larevue surle microbiote bactérien dans I’asthme (sections 2.23 2.4), la modificationdu
microbiote pulmonaire, autant chez les humains que chez les chevaux, pourrait étre secondaire a la
formation d’un microenvironnement occasionné par I'inflammation, la diminution de la clairance et le
remodelage tissulaire. Parcontre, cette dysbiose pourrait aussi avoir une part dans le développement, la
progression et la perpétuation de la condition, par exemple en entretenant I'inflammation pulmonaire.

Une clarification du réle de ce microbiote dans I’asthme permettra une meilleure compréhension de la
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pathogénie et ménera possiblementade nouvelles avenues thérapeutiques visant un rétablissement du
microbiome normal afin de limiterles manifestations de la condition. Le tableau suivant résume les faits
appuyantl’implication des bactéries dans la pathogénie de I'asthme, et ceux ne I’appuyant pas, avec une

emphase surl’espéce équine.

Tableau 3. Pour et contre l'implication des bactéries dans l'asthme.

Faits supportant I'implication des bactéries
dans la pathogénie de I’asthme

Faits ne supportant pas I'implication des
bactéries dans la pathogénie de I’asthme

Equin

-

Certaines bactéries spécifiques sont
associées alapathologie (5-8, 10, 33, 38, 125)
et il y a des associations positives entre leur
guantité en culture et le degré
d’inflammation (6, 7, 38), la présence de toux
(10), ainsi que le risque gqu’un diagnostic
d’asthme soit posé (5, 8);

Les chevaux atteints d’asthme présentent
une dysbiose respiratoireinférieure (4, 11);
L'incidence moins élevée de I’asthme légera
modéré chez les chevaux plus agés peut
découler du développement d’'immunité (8,
38);

Les endotoxines (LPS) ont un effet synergique
avec les autres composantes du foin dans
I’induction de lacondition (25, 26);

Les traitements médicaux conventionnels ne
permettent généralement pas de corriger la
neutrophilie pulmonaire, suggérant Ia
persistance d’antigénes soit
environnementaux ou locaux comme dans le
microbiote (3, 93);

La toux est associée aux bactéries
intracellulaires dans le lavage trachéal, et non
aux bactéries extracellulaires (147);

Il'y a plus de neutrophil extracellular traps
(NETs), un mécanisme de phagocytose des
neutrophiles (148), a la cytologie sur lavage
bronchoalvéolaire de chevaux atteints
d’asthme (53).

e Absence d'association entre la condition
et I'isolement de bactéries (32);

e (Certains chevaux atteints d’inflammation
des voies respiratoires inférieures ne
montrent aucune croissance bactérienne
sur lavage trachéal, et certains chevaux
sains montrent de la croissance sur
lavage trachéal (5, 8, 10);

o |'efficacité des corticostéroides comme
traitement suggere que la condition est
inflammatoire plutot qu’infectieuse;

o |l est possible que la présence de ces
bactéries soit seulement secondaire a
une clairance mucociliaire altérée et une
accumulation de mucus, une colonisation
transitoire ou méme seulement une
contamination (5, 56);

e De maniére générale, les neutrophiles
visibles a la cytologie ne sont pas
dégénérés (149);

e La charge bactérienne sur lavage
trachéal, évaluée par PCR, est inférieure
chez les chevaux atteints d’asthme que
les sains (33);

e Un traitement antibiotique de courte
durée ne meéne pas a une diminution de
I’inflammation pulmonaire (108, 109).
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Humain

Une dysbiose bactérienne des voies
respiratoires inférieures est identifiée chez
les sujets atteints d’asthme par rapport aux
sujetssains (13,14, 128, 150).

L'addition de macrolide diminue les crises
d’exacerbation etaugmente laqualité de vie
chez les humains atteints d’asthme, surtout
de phénotype neutrophilique (139-141);

Il'y a une association entre I'identification de
certaines bactéries spécifiques dans le
nasopharynx de nouveau-nés et le
développement d’asthme juvénile (130);
L’administrationd’antibiotiques en jeune age
est un facteur de risque d’asthme juvénile
(humain) (151, 152).

Absence de dysbiose chez les sujets
atteintsd’asthme (131).
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Chapitre 3 — Pasteurellaceae

3.1 Caractéristiques générales
La famille Pasteurellaceae, seule famille formant I’ordre des Pasteurellales, appartient a la classe des

Gammaprotéobactéries, du phylum des Protéobactéries. Cettefamille est composée de bactéries a Gram
négatif non motiles, anaérobies facultatives, pléomorphes et ne formant pas de spores. Leur croissance
estidéale a une température de 37°C. En culture sur gélose, on observe de petites colonies grisatres et
luisantes qui sont parfois adhérées au milieu de culture. Hors de leur hote, les Pasteurellaceae ne

survivent généralement que pour de courtes durées (153).

Les Pasteurellaceae sont en grande partie des agents opportunistes ou des bactéries commensales, et
seulementenviron 10% de la famille seraitassocié avecune pathologie (153). Cette famille bactérienne
comprend toutefois plusieurs agents pathogenes majeurs considérés « primaires », dont Actinobacillus
pleuropneumoniae chez les porcs, Avibacterium paragallinarum chez la volaille et Pasteurella multocida
chezlesbovins etla volaille. Laplupart des taxa sont isolés des muqueuses de I’oropharynx et des voies
respiratoires supérieures de plusieurs espéeces, autantanimales que chezleshumains (154, 155). Seuls les
genres d'importance en médecine équine, plus particulierement ceux retrouvés dans les voies
respiratoires,ainsique H. influenzae (quiest associé aux exacerbations d’asthme chez les humains) seront

abordésici. Cette revue se concentreraplus surunaspectclinique que moléculaire.

3.2 Taxonomie
La hiérarchie taxonomique des Pasteurellaceae est présentée dans laFigure 6. La famille Pasteurellaceae

ne comprenait initialement que trois genres : Pasteurella spp., Actinobacillus spp. et Haemophilus spp.
Ces genres demeurent les principaux membres de la famille Pasteurellaceae, mais plusieurs se sont
ajoutés pouratteindre 12 genres en 2006, 18 en 2014 et 19 en 2020 (153, 156, 157). En 2014, date pour
laquelle les dernieres données de genres sont disponibles, la famille comprenait 73 espéces, dont 49
considérées comme adéquatement classifiéesalors que I'identification reste spéculative pour 24 espéces.
Ces derniéres espéces sont identifiées par des crochets (ex: [Actinobacillus] actinomycetemcomitans,
maintenant Aggregatibacter actinomycetemcomitans, bactérieassociée avec des cas de parodontite chez
les humains). 30 autres taxa demeurent non identifiés (153). Les genres Basfia, Bibersteinia,
Chelonobacter, Histophilus, Lonepinella, Nicoletella et Phocoenobacter ne comprennent tous qu’une seule

espéce ace jour(158).
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Figure 6. Hiérarchie taxonomique des Pasteurellaceae.

Taxa reliés a la famille des Pasteurellaceae. Quelques genres sont donnésa titre d’exemple, mais les
genres compris dans la famille des Pasteurellaceae ne sont pas tous indiqués dans la figure.

Les différents genres de la famille sont déterminés par des caractéristiques biochimiques et
phénotypiquesdifférentes, justifiant’'usage d’analyses poussées afin de les distinguer (153). Par exemple,
les espéces appartenant au genre Actinobacillus spp. dégradent I'urée, les Pasteurella spp. dégradent le
tryptophane enindole, tout comme les Haemophilus spp. et Lonepinella spp. Les fortes similarités entre
les différents membres augmentent d’autant plus la complexité de classification des espéces non
classifiées ou incorrectement classifiées (156). De plus, la caractérisation génotypique des Pasteurellaceae
s’avere différente de la caractérisation phénotypique. Les analyses phylogéniques suggérent que le
nombre de genres devrait étre augmenté afin de mieuxstructurer lafamille (159). L’analyse du gene ARNr
16S a été grandement utilisée a cet effet, toutefois cette méthode comprend certaines limitations et les
classifications et reclassifications futures seront probablement plutot basées sur I’analyse phylogénique
de plusieurs génes conservés (160). Enrésumé, laclassification de lafamille n’est pas simple et demeure

sous constantes révisions.

3.3 Identification et différenciation des Pasteurellaceae

3.3.1 Culture et isolement des Pasteurellaceae
La plupartdes Pasteurellaceae peuvent croitre en 24 a 48 heures sur gélose sang dans un milieu aérobie

ou idéalement microaérophilique, certains genres et espéces nécessitent des conditions particuliéres

(153). Par exemple, les facteurs V, pour la demande en nicotinamide adénine dinucléotide (NAD), et X,
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soit le facteur hémine qui reflete I’inhabilité de la bactérie a produire des porphyrines, sont nécessaires
pour la croissance de certains Haemophilus spp. en culture. Le préfixe « para» de certaines espéces de
Haemophilus spp. signifie que seulement un de ces deux facteurs est nécessaire pourla croissance.
Certains Actinobacillus nécessitent le facteurV pour leur croissance. Le facteurV peut étre fournis grace
al’addition d’unestriede Staphylococcus aureus sur une gélose sang, ou en utilisantune gélose chocolat.
La gélose chocolat est nommée ainsi seulement pour sa couleur chocolatée, mais est obtenue en créant
la lyse thermique des érythrocytes contenus dans la gélose, permettant la libération des facteurs V et X
contenus dans ces cellules. Malgré des conditions de culture adéquates, certains Pasteurellaceae comme
Nicoletella semolina peuvent représenter un défi en culture (159). Au laboratoire de bactériologie du
Complexe de diagnostic et d’épidémiosurveillance vétérinaires du Québec (CDEVQ) de I’Université de
Montréal, les échantillons sont d’emblée ensemencés sur gélose Columbiaavec5 % de sang de mouton,
et incubéesa 35 + 2°C avec 5 % de CO,. Si un agent pathogéne spécifique est soupgonné (anamnese,
mentionné dans la requéte), I’échantillon sera également ensemencé sur les géloses appropriées. Par
exemple, une gélose chocolat sera ensemencée si I’on soupconne la présence d’un Histophilus dans un
échantillon bovin. Pour les échantillons des voies respiratoires équines, il est rare que d’autres milieux
gue la Columbiaavecsangde mouton soient utilisés. Un comptage bactérienal’aide d’une anse calibrée
ainsi qu’un frottis directavec une coloration de Gram sont aussi effectués. Les identifications bactériennes
sont faites a "aide de la technologie matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass

spectometry (MALDI-TOF MS).

3.3.2 Difficultés d'identification des Pasteurellaceae
Les erreurs d’identification des Pasteurellaceae sont fréquentes lorsque seules des méthodes

phénotypiques et biochimiques usuelles sont utilisées (156). En effet, les fréquents changements de
classificationainsique ladifficulté de différencier lesgenres par leur morphologie et leurs caractéristiques
biochimiques ne facilitent pas la tache (153, 156, 161, 162), et d’ailleurs les publications rectifiant des
identifications précédentes de divers Pasteurellaceae sont fréquentes (162-165). Lorsque la culture est
utilisée, la détermination du genre bactérien est fréquemment le taxon le plus spécifique atteignable,
mais encore, en médecine équine, il peut étre difficile de différencier Pasteurella spp. et Actinobacillus
spp. (5, 8). Il est recommandé d’utiliser des méthodes indépendantes de la culture, par exemple une ou
plusieurs méthodes moléculaires, pouridentifier les différents Pasteurellaceae. Le MALDI-TOF facilite
I’identification et la différenciation de la plupart des Pasteurellaceae, toutefois la culture précede

obligatoirement cette méthode.
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3.3.3 Le matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry
Le matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS, ou

MALDI-TOF) permet une identification rapide, spécifique et peu coliteuse de la plupart des bactéries. En
bref, une colonie bactérienne pure est mélangée a une solution matrice etle mélange est déposé sur une
plague de métal qui sera par la suite bombardée par un laser. Le laser permet de vaporiser (désorption)
les bactériesetd’ioniser leurs protéines. Pour les Pasteurellaceae, seul Histophilus somni nécessite d’étre
purifié par extraction pour obtenir un spectre protéique valable (158). Un champ électrique accélére
ensuite les protéinesetles sépareselonleur masse et leurcharge (166). Le spectre de protéines de chaque
colonie est comparé a une banque de données et permet ainsi l’identification de la colonie bactérienne
initiale. Ladifférenciationdes bactéries est surtout basée surlacomparaisonde leur spectre de protéines
ribosomales (166). La banque de données disponible contient majoritairement des souches humaines, il
est donc nécessaire d’utiliser une banque de données adaptée au diagnostic vétérinaire lorsqu’il s’agit
d’isolats animaux. Kuhnert et al. en 2012 ont développé une banque de spectres protéiques de
Pasteurellaceae d’intérét vétérinaire complémentaire a la banque de données disponible, eny incluant
entre autres la bactérie N. semolina (158). Il est possible d’ajouter de nouvelles souches a la banque de
données en produisant leur spectrede référence, il ne suffit que de confirmerI’identification de la souche

initiale enséquencant le gene ARNr 16S ou un autre géne de référence (166).

Suite a chaque analyse d’isolats, le MALDI-TOF donne un score de corrélation pourindiquer lafiabilité de
I’identification de la colonie bactérienne augenre oual’espéce (158). Certainesespéces ou sous-especes
étroitement apparentées, parexemple A. suis et A. equuli, A. pleuropneumoniae et A. lignieresii, A. equuli
subsp. equuliet A. equuli subsp. haemolyticus ou les sous-espéeces de P. multocida, ne peuvent pas étre
différenciées au MALDI-TOF MS et nécessitent des tests supplémentaires (158, 166). Par exemple, parmi
27 isolats équins identifiés comme différentes espéces d’Actinobacillus a I'aide du MALDI-TOF, sept
n’avaient pas été identifiés comme appartenant a la bonne espeéce et trois étaient en fait du [ P.] caballi
(164). Toutefois, pourla plupart des membres de la famille Pasteurellaceae, |le MALDI-TOF est spécifique
pourleuridentificationet différenciation (158). Les désavantages du MALDI-TOF sont que la méthodedoit
étre précédée de laculture afin d’obtenirdes colonies pures et qu’une bactérieabsente de labanque de

données pourraétre différenciée des autres, mais ne pourra pas étre identifiée.

3.3.4 Réaction de polymérase en chaine (PCR)
L'utilisation de laPCRpermet une détection spécifique d’espéces bactériennes. Elle peut aussi étre utilisée

pouridentifier des facteurs de virulence ou pourle sérotypage de souches (153). Des amorces PCR ont pu

étre optimisées pour certains Pasteurellaceae associés a des pathologies, par exemple P. multocida, H.
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influenzae, [Haemophilus] parasuis (maintenant Glaesserella parasuis), Mannheimia haemolytica, etc.
(153). Pour les Pasteurellaceae commensaux ou moins fréquents, peu d’études se sont attardées a la
synthése d’amorces PCR spécifiques. L'identification par PCR des Pasteurellaceae pour lesquels des
amorces n’ont pas été optimisées devrait étre basée au minimumsur le séquencage du géne ARNr 165,
etidéalementaussides genesde référence rpoBetinfB(153). Pourles Pasteurellaceae retrouvés dans les

voies respiratoires équines, trés peu d’amorces PCR sont disponibles. La section 8.7 revient sur ce sujet.

3.4 Caractéristiques intéressantes

3.4.1 Spécificité d’espéce
Quelques Pasteurellaceae sont adaptés a leur hote et n’ont été isolés que chez ce dernier; ondit de ces

genres qu’ils sont spécifiques d’espéce. Par exemple, le Pasteurellaceae Lonepinella koalarum est
retrouvé danslacavité orale et les féces de koalas, Otariodibacter oris dans la cavité orale de lions de mer,
Chelonobacteroris dans les voies respiratoires d’une tortue malade et Mesocricetibacter intestinalis dans
le systéme digestif de hamsters. Ces bactéries ont été isolées chez quelques individus (154). Les
Pasteurellaceae associés aux chevaux sont [Pasteurella] caballi, Actinobacillus equuli, Actinobacillus
arthritidis (167) et Nicoletella semolina (159). [P.] caballi a également été retrouvé dans les voies

respiratoires de porcs (167).

3.4.2 Facteurs de virulence

3.4.2.1 Toxines RTX
Les toxines Repeats in the structural Toxin (RTX), nom basé sur la structure répétée de peptidesriches en

glycine, sont des exo-protéines de poids moléculaire se situant entre 100 et 300 kDA et pouvant étre
retrouvées chez certaines bactéries a Gram négatif, dont plusieurs Pasteurellaceae (résumé par (168,
169)). Les toxines RTX exercent leur activité toxique en formant des pores dans les parois cellulaires,
causant deI’hémolyse ou de lanécrose. L'activité hémolytique, cytotoxique ou co-hémolytique (réaction
basée sur le synergisme entre laformation de pores et la sphingomyélinase de Staphylococcus aureus R-
hémolytique) dépend du type de toxine RTX. Les activités hémolytique ou co-hémolytique (CAMP) sont
les phénotypes les plus facile a observer in vitro (hémolyse visible sur gélose sang), mais cet effet est non
spécifique. Les cibles principales des toxines RTX sont les sous-unité R (CD18) des intégrines B2 des
leucocytes (168), du moins en ce qui concerne Mannheimia haemolytica, Aggregatibacter et

Actinobacillus pleuropneumoniae (153).

En ce qui concerne les Pasteurellaceae, les toxines RTX sont décrites chez les genres Actinobacillus,

Aggregatibacter, Bibersteinia, Mannheimia, Pasteurella, Avibacterium et Gallibacterium. Le Tableau 4
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résume les toxines RTX connues pour ces différentes especes bactériennes. La leucotoxine de
Mannheimia haemolytica et les toxines Apx d’Actinobacillus pleuropneumoniae sont les toxines de

Pasteurellaceae d’espéeces vétérinaires les mieux étudiées.

Tableau 4. Toxines RTX retrouvées chez différents Pasteurellaceae.

Pasteurellaceae Toxine RTX retrouvée Référence
Actinobacillus pleuropneumoniae Apxl, ApxIl, Apxlll et ApxIV* (169)
Mannheimia haemolytica Leucotoxine Lkt

Actinobacillus equuli subsp. haemolyticus Agx

Aggregatibacter actinomycetemcomitans Ltx

[Pasteurella] aerogenes Pax

[Pasteurella] mairi

Mannheimia varigena Plkt

Actinobacillus suis Apxl, ApxIl et Apxlll (153)
A. rossii

[Pasteurella] pneumotropica PnxI-I11

Avibacterium paragallinarum Avx|

Gallibacterium anatis Gtx

RTX : Repeats in the structural Toxin. * Le géne apxlV d’A. pleuropneumoniae est seulement induit
lors d’infection in vivo, et la toxine n’est pas retrouvée dans des conditions in vitro (168).

C'estlaprésence de latoxine Agx,codée parle gene agx, qui permet de différencier Actinobacillus equuli
subsp. haemolyticus (hémolytique comme son nom I'indique) d’A. equuli subsp. equuli (aucune activité
hémolytique). L'isolement d’A. equuli subsp. equuli dans des cas de septicémie néonatale a A. equuli
suggere que d’autres facteurs de virulence sont impliqués dans la pathogénie (170). En effet, les larges
emboles intravasculaires bactériens d’A. equuli retrouvés chez des poulains atteints de septicémie

suggerent que desfacteurs d’adhésional’endothélium sontimpliqués dans la pathogénie.

La leucotoxine Lkt de M. haemolytica est spécifique aux leucocytes de ruminants (bovin, caprin et ovin)
(168), etles neutrophiles équins ne sont pas sensibles a cette toxine (171). La toxine Agx est hautement
toxique pourlesleucocytes équins alors que les toxines Apxl et ApxIl le sont pourlesleucocytes porcins,
eta moinsgrande échelle pourlesleucocytes équins (168). Au contraire, les toxines Apxl et ApxlIl (surtout)
d’A. pleuropneumoniae sont nécessaires dans la pathogénie chez les porcs, et les sérotypes comportant
cesdeux toxines sontlesplus nocifs (169). Toutefois, cestoxines ne sont pas les seuls facteurs de virulence
nécessaires puisqu’également retrouvées chez d’autres bactéries moins nocives comme A. suis,
Actinobacillus rossii (169) et Actinobacillus porcitonsillarum (153). Les lipopolysaccharides (LPS) agissent

potentiellement comme cofacteur.
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Globalement, le r6le de certainesde cestoxines RTX dans la pathogénie,comme Aqx, demeure a élucider.
Etant donné que plusieurs Pasteurellaceae exprimant ces toxines sont des agents commensaux,
I’"hypothese posée par Christensen etal. est que cestoxines sontnécessaires pourle commensalisme de
cesbactéries, et que la pathologie découle d’un déséquilibre dans I’action de ces toxines (153). Nicoletella

semolina est non hémolytique et ne semble pas exprimer de toxines RTX.

3.4.2.2 Lipopolysaccharides (LPS) et lipooligosaccharides (LOS)
Comme mentionné précédemment, les lipopolysaccharides (LPS) sont formés d’un lipide A et d’'un

antigéne O reliés par le corps oligosaccharide, et composent la paroi des bactéries a Gram négatif.
L'antigéne O est un polymére de sucre protégeant la bactérie du stress, des conditions externes comme
destempératures et pH inadéquats, et du systeme immunitaire de I’hote (172). Certaines bactéries bien
adaptées aux muqueuses ne nécessitent pas une telle protection et portent en leur surface des LPS de
faible poids moléculaire, les lipooligosaccharides (LOS). Ces LOS sont en fait des LPS ne comprenant pas
d’antigéne O. Ce groupe inclut Haemophilus influenzae, Haemophilus ducreyi, Neisseria meningitidis et
Neisseria gonorrhoeae (173). ’absencede I’antigene O ne rend cependant pas ces molécules plus simples.
En fait, ces bactéries sont plutot composées d’un corps oligosaccharide complexe étant capable de
mimétisme moléculaire en organisant leurs sucres communs de maniére similaire aux oligosaccharides
sur les glycosphingolipides des cellules de I’h6te (172), en plus de maintenir I’activité endotoxique de la
molécule parlelipide A. Cette adaptation permet aces bactéries de diminuerleurreconnaissance parle
systeme immunitaire de I’"h6te. Non seulement ces bactéries ontla capacité de se camoufler, mais aussi
la sialylation (addition d’acidesialique aux oligosaccharides ou glycoprotéines) de la portion terminale du
corps meéne a une résistance accrue de la bactérie en diminuant sa phagocytose par les neutrophiles, en
régulant a la baisse I’activation du complément et en diminuant I'induction de flambées oxydatives par
les neutrophiles, du moins pourles bactéries du genre Neisseria spp. (173). Une pathogéneése similaire est

suspectée pour H. influenzae (174).

Les Pasteurellaceae Actinobacillus spp., Aggregatibacter spp. et Mannheimia spp. contiennent des LPS,
alors que la plupart des espéces des genres Pasteurella spp., Haemophilus spp. et Histophilus spp.
contiennent des LOS (153). Il est possible de différencier les bactéries comportant des LPS de celles
comportant des LOS par électrophorése sur gel (154). En effet, les LPS apparaissent comme une échelle
allongée de bandes représentant les unités de I’antigene O de différentes tailles moléculaires, alors que

les LOS apparaissent comme plusieurs bandes de faible poids moléculaire.
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3.4.2.3 Autres facteurs de virulence
Parmi les autres facteurs de virulence de certains Pasteurellaceae, on retrouve le captage de fer,

nécessaire pourlacroissancebactérienne, vialaliaisonalatransferrine.Une certaine spécificité d’espéce
estaussi notée pource facteur, parexempleA. pleuropneumoniae lie la transferrine porcine, P. multocida,
M. haemolytica et Histophilus somnilient la transferrine des ruminantset H. influenzae et H. haemolyticus,
la transferrine humaine (154). La capsule peut représenter un facteur de virulence. Par exemple, H.
influenzae a six sérotypes capsulaires, soit de A a F, dont le type B (Hib) est associé avec des infections
invasives (153). Des pili ont été décrits chez certains Pasteurellaceae. On retrouve le pilus Flp (locus Tad)
chez Aggregatibacter actinomycetmcomitans, P. multocida et A. pleuropneumoniae, entre autres (153).
Ce pilusestassocié a I’adhérence eta la formation de biofilms. Le pilus de type IV (TFP), quant a lui, est
associé ala mobilité, alaformation de biofilmsetal’invasiondes voies respiratoires supérieures, eton le
retrouve sur H. influenzae, P. multocida et A. pleuropneumoniae (153). P. multocida a aussi une toxine qui
lui est propre :la toxine PMT, codée parle gene toxA. Elle est surtout exprimée chezlesporcs dansles cas

derhinite atrophique (153).

3.5 Genres et especes d’'intérét
La présente section décrit plus en détail les différents Pasteurellaceae retrouvés chez les chevaux et dans

guellessituationsils sontisolés, avec une emphase surles échantillons provenant des voies respiratoires.

3.5.1 Les Pasteurellaceae dans les pathologies respiratoires infectieuses équines
Actinobacillus spp. et Pasteurella spp. peuvent étreidentifiés chez des chevaux atteintsde pneumonie ou

de pleuropneumonie (175-178), d’asthme (voir la section suivante), maisaussi chez des chevauxsains. En
culture, jusqu’a 8 % de chevaux sains ou atteints de maladie respiratoire étaient positifs pour
Actinobacillus spp., Nicoletella semolina et Pasteurella/Mannheimia spp., avec une prédominance de N.
semolina (124). Lorsqu’on s’attarde plut6ét a I’'abondance relative des Pasteurellaceae par rapport aux
autres bactéries dans les échantillons, sur un total de 270 isolats obtenus par culture d’échantillons du
nasopharynx de 104 chevaux sains ou atteints de maladie respiratoire en Ethiopie, 11,5 % de tous les
isolats correspondent au genre Pasteurella spp., sans différence significative entre les groupes (123).
Actinobacillus spp. a seulement été identifié dans le groupe des chevaux sains, a raison de 2,2 % des
échantillons. Actinobacillus spp. et des Pasteurellaceae non identifiés ont également été retrouvés par
séquencage dansla bouche de deuxchevauxsains et représentent entreenviron 4et 13 % des séquences

chacun (179).
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Différentes conditions semblent occasionner une surcroissance de différents membres de cette famille.
Par exemple, Pasteurella/Actinobacillus spp. sont identifiés par culture dans des lavages trachéaux de
chevaux ayantlatéte attachée en hauteur pour une période de 24a 48 heures, et sont surtout retrouvés
dansles échantillons avecune forte croissance bactérienne (180). Un transport prolongé (8h) occasionne
également une hausse de la charge bactérienne, identifiée via culture et séquencage, dans les lavages
trachéaux de chevaux et est accompagnée d’une diminution de la diversité associée a une
surreprésentation de la famille des Pasteurellaceae, entre autres Actinobacillus spp. et Aggregatibacter
spp., et ce, chez la majorité des chevaux (181). Cette dysbiose perdure moins de 24h. L’échantillonnage
de I'air ambiant dans I’écurie et dans la remorque révele la présence de bactéries différentes que celles
contenues dans leslavages trachéaux, suggérant une origine locale ou des voies respiratoires supérieures
plutét qu’environnementale. Les auteurs de ces études suggérent que |’augmentation des
Pasteurellaceae pourrait étre causée par des aspirations, un appareil mucociliaire altéré, ou a I’effet du
stresssur le systéme immunitaire (180-182). Chez de jeunes dnes porteurs de Streptococcus equi subsp.
equi suite a un épisode de gourme, les Pasteurellaceae et Nicoletella sont prédominants au niveau du
nasopharynx et sont plus fréquents que chez des anes sains du méme age. N. semolina représente en
moyenne 38 % des séquences dans le groupe "post-gourme" (122). Ces études supportent le réle

opportuniste des Pasteurellaceae dans les voies respiratoires des équidés.

Chez 34 chevaux atteints de pneumonie ou de pleuropneumonie, la culture trachéale ou de I’effusion
pleurale a permis|’identification de Pasteurellaceae (majoritairement [P.] caballi-like ou A. suis-like) dans
65 % (29/34) des cas (177). Les Pasteurellaceae n’ont dans aucun cas été isolés en culture pure, mais
plutdt en culture mixte avec Streptococcus equi subsp. zooepidemicus (n = 3) ou dans des cultures
polymicrobiennes. Une autre étude a identifié du Actinobacillus spp. en culture dans environ le tiers des

échantillons de lavages trachéaux de chevauxatteints de pleuropneumonie (178).

3.5.2 Les Pasteurellaceae et I’asthme équin
Comme discuté dans la section sur le microbiote des voies respiratoires équines,

Pasteurella/Actinobacillus spp. sont fréquemment isolés par culture de lavages trachéaux de chevaux
présentantde l’'inflammation desvoies respiratoires inférieures (5-8, 10, 33, 125). En effet, I’isolement de
ces bactéries est associé ala présence d’inflammation trachéale (6-8), de mucus (8, 9), de toux (5, 10)
ainsi que de jetage nasal (5) chez les chevaux de sport. Une récente étude a identifié par culture
Actinobacillus spp. et des Pasteurellaceae dans la trachée de jusqu’a un tiers des chevaux atteints

d’asthme modéré (33). Ayant recours au séquencage de nouvelle génération, la famille des
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Pasteurellaceae tend a étre surreprésentée dans les LBA d’une population de six chevaux atteints
d’asthme sévére (11), et, dans une autre cohorte de 12 chevaux, les Pasteurellaceae sont plus fortement
retrouvés dans les LBA lors de I’exacerbation par rapport a la rémission, et sont positivement corrélés a
la neutrophilie pulmonaire (Dre E. Manguin, communication personnelle). Quelques études n’ont
toutefois pas identifié de lien entre les Pasteurellaceae et |’asthme équin (4, 33, 38). La différenciation
entre Actinobacillus spp. et Pasteurella spp. s’avére problématique dans les échantillons respiratoires et
limite l'interprétation des résultats obtenus (5, 6, 8). Une seule étude s’est réellement attardée aleur
différenciation chez des chevaux atteints d’inflammation des voies respiratoires inférieures, encore une
fois en utilisant la culture en plus d’une batterie de tests morphologiques et biochimiques. Seuls A.
lignieresii et un A. suis-like, et potentiellement A. equuli, se sont avérés significativement associés a
I’'inflammation des voies respiratoiresinférieures (125). Les limites de cetarticlerésident dans |’ usage seul

de tests morphologiques et biochimiques, sans confirmation al’aide de méthodes moléculaires.

3.5.3 [Pasteurella] caballi
[Pasteurella] caballi, « Pasteurella du cheval », a été identifié pour la premiere fois en 1989 dans des

échantillons cliniques de chevaux aux Etats-Unis (183, 184). Il s’agitd’un batonnet non motile anaérobie
facultatif qui forme des colonies lisses et |égerement bombées de couleur grisatre ou jaunatre sur gélose
sang (Figure 7B). La bactérie croft peu ou pas surgélose MacConkey. Des 29 souches analysées, 15ont été
isolées des voiesrespiratoires supérieures (poches gutturales, trachée) et inférieures (poumons, effusion
pleurale), en culture pure ou mixte (avec Rhodococcus equi, A. equuli, Bordetella bronchiseptica, S. equi
subsp. zooepidemicus et Pseudomonas aeruginosa). La bactérie a aussi été retrouvée au niveau du
systéme reproducteur femelle, d’abcés externes ou d’autres sites. Etant donné que les autres espéces du
genre Pasteurella spp. sontdes opportunistes, les auteurs suggerent que [P.] caballine fait pas exception
a la regle, sans toutefois que la bactérie n’ait été identifiée chez des animaux sains dans ce premier

rapport.

La bactérie ainitialement été classifiée comme faisant partie du genre Pasteurella étant donné que ses
caractéristiques morphologiques et biochimiques ne sont pas classiques des genres Haemophilus et
Actinobacillus (183). Toutefois, certaines de ses caractéristiques biochimiques sont également atypiques
pour le genre Pasteurella, par exemple le fait que la bactérie est catalase négative. D'ailleurs, il est peu
fréquentd’isoler Pasteurella spp. de chevaux, ce qui est également le cas au laboratoire de bactériologie
du Complexe de diagnosticet d’épidémiosurveillance vétérinaires du Québec (CDEVQ) de I’ Université de

Montréal (Dre J-H Fairbrother, communication personnelle). De plus récents rapports sur la
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reclassification de lafamille Pasteurellaceae suggerent que [P.] caballiest probablement classifié dans le

mauvais genre (153, 167), justifiant|’utilisation d’un nom entre crochets.

Depuis, la bactérie a été isolée chez des chevaux atteints de pneumonie ou de pleuropneumonie,
habituellementen culture mixte (164, 177). Deux rapports de cas indiquentque la bactérie a été retrouvée
avecS. suis et S. equi subsp. zooepidemicus chez un cheval de 2 ans atteint de pleuropneumonie sévere
faisant suite a un transport (185), et avec un Streptococcus alpha-hémolytique dans le lavage trachéal
d’uncheval adulte présentantde latoux, du jetage nasal ainsi que de I’intolérance al’exercice (186). [P.]
caballi semble également étre présent dans la bouche de certains chevaux, étant donné son isolement

dans desplaiesde morsures (167, 187).

Dans ces études, labactérie amajoritairement été identifiée par culture, et aussi parimmunohistochimie
sur un échantillon de poumon (185). [P.] caballi a été identifié par culture suivie par une caractérisation
biochimique extensive dans 38 % de 65 lavages trachéobronchiques(procédures répétéessur 13 poulains)
et 59 % de 17 échantillons de poumons (acquis en post-mortem) de 17 poulains dont le statut de santé
était inconnu (188). Dans ce méme article, les auteurs proposent une paire d’amorces sensible et
apparemment spécifique pour la détection par PCR de [P.] caballi, menant a la détection de la bactérie
dans 48 % des lavages trachéaux et 65 % des échantillons de poumon. La spécificité de cette amorce n’a

cependant pas pu étre confirmée parnos travaux (voirla section 7.2).

3.5.4 Nicoletella semolina
En 2004, Nicoletella semolina, un nouveau membre de la famille des Pasteurellaceae, a été identifié en

Suisse eten Suede (159). Lesisolats de cette bactérie sont distincts des autres genres de laméme famille
d’un pointde vue phénotypique et phylogénique, mais I’hybridation ADN-ADN etle séquengage des genes
ARNr 16S, rpoBet infB confirme qu’ils appartiennent bien alafamille Pasteurellaceae. La souche type de
N. semolina pour le géne ARNr 16S est le CCUG43639. Cette bactérie a été retrouvée dans des lavages
trachéobronchiques de 19 chevaux présentant des signes d’atteinte respiratoire (toux, jetage nasal,
pneumonie).Lanouvelleidentification de cet organisme pourrait suggérer que N. semolina est une espece
émergente, mais il se pourrait aussi que sa distinction des autres Pasteurellaceae n’ait pas été possible
auparavant lorsque seule la culture était employée. Son identification chez des chevaux avec atteinte
respiratoire peut suggérer un role comme agent pathogéne primaire, mais un réle d’agent pathogéne

opportuniste est aussi possible (159).

La culture de N. semolina est fastidieuse. L utilisation de géloses sang dans un milieu aérobieavec5 % de

CO, est optimal. Les facteurs hémine (facteur X) et NAD (facteur V) ne sont pas nécessaires pour la
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croissance et les colonies sont non hémolytiques. La morphologie des colonies de N. semolina n’es pas
typique de tous les Pasteurellaceae : les colonies sont cireuses, grises, et peuvent étre déplacées sur la
gélose sans perdre leur forme (Figure 7A). D’ailleurs, le nom de 'espéce, « semolina », provient de sa
ressemblance avec la semoule. Cette distinction macroscopique ne permet toutefois pas facilement de
différencierlabactérie des autres genres et especesde la famille Pasteurellaceae, car ce ne sont pas les
seules colonies ayant cet aspect. Microscopiquement, N. semolina est un bacille pléomorphe non motile.
L’analyse biochimique des colonies de N. semolina montre que cette bactérie est positive pour la
réduction des nitrates en nitrite et pour les enzymes oxydase, catalase et uréase (159, 189). Autrement,
N. semolina est inerte d’un point vue biochimique. Kuhnert et al. suggérent qu’une identification tout
d’abord phénotypique suivie d’'une confirmation moléculaire sont idéales pour l'identifier. La
caractérisation a I'aide de la galerie analytical profile index (API) et des autres tests biochimiques est
difficile et ne permet pas de distinguer N. semolina des autres Pasteurellaceae (159). Une annotation
MALDI-TOF serait idéale pour une identification rapide, mais ne regle pas le probléme de la croissance

fastidieuse. Untest PCRserait doncdes plus utiles mais n’a pas été développé jusqu’ici.

(A) = B

Figure 7. Aspect macroscopique de colonies de N. semolina en culture pure sur gélose sang.

Nicoletella semolina en culture pure sur gélosesang (A) en comparaison a [Pasteurella] caballi (B).
Les colonies de N. semolina sont grisdtres et plus cireuses alors que celles de [P.] caballi sont plus
blanchdtres a jaundtres et sont luisantes. La couleur des deux géloses varie a cause del’éclairage.

D’autres études basées sur la culture ont tenté d’élucider le réle de N. semolina dans les voies
respiratoires de chevaux. Maillard et al. ont obtenu une prévalence de 1,8% (19/1054) dans des lavages
trachéaux équins soumispour bactériologie (190). Dans cet échantillon, laneutrophilie surlavage trachéal
des chevaux N. semolina-positifs est significativement plus élevée que celle des chevaux N. semolina-

négatifs. La plupart deschevaux positifsprésentent delatoux et du jetage nasal. Hansson et al. ont obtenu
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une prévalence entre 6 % et 3 % dans des écouvillons nasaux, et entre 3 % et 5 % dans des lavages
trachéaux des chevaux sains et avec maladie respiratoire, respectivement (124). Aucune différence
significative n’est observée quant a la prévalence entre les groupes au niveau de la trachée, par contre
une croissance trachéale riche (3e quadrant/3) de N. semolina est plus fréquente dans le groupe avec
maladie respiratoire. La prévalence de N. semolina dans les échantillons nasaux et trachéaux est
supérieure acelle des autres Pasteurellaceae (Pasteurella spp., Mannheimia spp. ou Actinobacillus spp.;
tous moins de 1 %). En se basant sur ces deux études, il s’avere pertinent d’inclure N. semolina dans le
diagnostic différentiel d’'un cheval présentant des signes d’atteinte respiratoire et de I’'inflammation
trachéale suppurative, mais labactérie agit probablement comme un agent pathogéne opportuniste qui
peutaussi étre retrouvé dans le microbiote normal des voies respiratoires. N. semolina est peut-étre un
organisme en émergence, mais il se peut plutot que la bactérie n’ait pas été différenciée des autres
Pasteurellaceae auparavant. Dans la plupart des cas, N. semolina est retrouvé en culture mixte, le plus
souventavecsS. equisubsp.zooepidemicus. N. semolina a également été isolé de maniére prédominante
chez quatre chevaux atteints de bronchopneumonie (191, 192). Cheztrois de ces derniers cas, un asthme

concomitant était suspecté (sans confirmation diagnostique) (191).

Récemment, le séquencage de nouvelle génération amis en évidence une prédominance de N. semolina
dans le nasopharynx d’anes porteurs de Streptococcus equi subsp. equi suite a un épisode de gourme.
Alors que les anes sains présentent une faible abondance relative de Nicoletella, |les anes porteurs de S.
equiont une abondance relative moyenne de Nicoletella de 38 %. Les auteurs proposent que la dysbiose
associée ala gourme aurait pu mener a cette surcroissance de N. semolina, et que ce microorganisme
inhibe probablement la croissance d’autres bactéries habituellement retrouvées chez les individus sains
(122). L'ADN de N. semolina a aussi été détecté par séquencage de nouvelle générationdans des biopsies

conjonctivales de chevaux sains (125).

En résumé, N. semolina a été identifié dansle nez, le nasopharynx, les conjonctives, latrachée ainsi que
les poches gutturales d’équidés sains ou avec atteinte respiratoire. L'utilisation de la culture comme
premiére ligne de différenciation et d’identification est une limite commune a la majorité de ces études
sur N. semolina. Considérantla croissance fastidieuse de cette bactérie malgré des conditions de culture
adéquates, une sous-estimation de la prévalence réelle est probable eta mené al'élaboration d’'unedes

phases expérimentales de ce mémoire.
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Figure 8. Prévalencede N. semolina dans le nez et la trachée de chevaux.

Prévalences nasale et trachéale de N. semolina en culture. Données tirées de Hansson etal., 2013
et Maillard et al., 2013 (124, 190).

3.5.5 Actinobacillus spp.
Les bactéries appartenantau genre Actinobacillus sont des bacilles pléomorphes non motiles formant des

colonies grisatrecireuses sur gélose (193). Elles peuvent croitre sur gélose MacConkey.Actinobacillus spp.
estfréquemmentisoléde culturesmixtes dans le cas d’infectionsrespiratoires, et un facteur prédisposant
est souventidentifié, suggérant une infection secondaire des voies respiratoires par ces Pasteurellaceae

dans lamajeure partie des cas (170).

Les souches hémolytiques et non hémolytiques d’Actinobacillus equuli font partie du microbiote normal
dela cavité orale (194) et desvoiesrespiratoires supérieures de chevaux, en plus de pouvoir agir comme
agent opportuniste causant des affections multiples (infections respiratoires, septicémie, métrite,
péritonite, mammite, arthrite septique, endocardite, méningite, avortement, etc.) (170, 195, 196). Des
souches non hémolytiques d’A. equulisontisolées par culture de la cavité orale de 12 a 88 % des chevaux
de différentes écuries (194). Un échantillonnage sérié réalisé chez quelques-uns de ces chevaux suggere
un dynamisme du statut de porteur d’A. equuli dans le temps, et, lorsqu’on s’attarde au génotype via
I’identification de patronsvia électrophorese (pulsed-field gel electrophoresis, PFGE), il sembley avoir plus
d’une souche retrouvée par troupeau et sur un méme cheval. Quelques cas de morsures par un cheval
ont mené a l'isolement d’A. equuli subsp. haemolyticus, d’A. lignieresii, d’A. equuli-like, d’A. suis et

d’Actinobacillus spp. des plaies (197-199).

60



Initialement, il a été noté que certaines souches de A. equuliétaient hémolytiques. En 2002, Christensen
et al. ont proposé de séparerl’espéce A. equulien deux sous-espéces, soit A. equuli subsp. equuli, sous-
espéce non hémolytique et CAMP négatif, et A. equuli subsp. haemolyticus (précédemment identifié
comme Bisgaard 11), sous-espéce hémolytique et CAMP positive (163). C'estla présence de latoxine Agx,
une toxine Repeats in the structural Toxin (RTX), codée par le géne agx, qui confére a A. equuli subsp.
haemolyticus ses capacités hémolytiques (168). Actinobacillus equulisubsp. equuliest un agentimportant
de septicémie néonatalesouvent fatale, favorisée par un défaut de transfert d’immunité passive (résumé
par (193)). La sous-espece haemolyticus peut aussi étre impliquée. Cette septicémie cause une vasculite
suppurative et des emboles bactériens dont la Iésion la plus fréquemment observée est une néphrite
purulente, mais peut affecter d’autres organes également (pneumonie, nécrose lymphoide, hépatite
suppurative, adénite, sérosite, endocardite valvulaire,omphalite) (170). Etant retrouvé dans le microbiote
oral etrespiratoire supérieur de chevauxadultes sains (170, 195, 197), un passage de lajument au poulain
a la naissance est suspecté. Rarement, A. equuli subsp. equuli et haemolyticus peuvent aussi causer des
septicémies chez le cheval adulte (170). A. equuli non hémolytique est également impliqué dans des
péritonites (200, 201). Il faut interpréter avec précaution les résultats d’isolement d’Actinobacillus suis
équins identifiés avant 2002, soit avant la description d’une souche hémolytique d’ A. equuli (A. equuli

subsp. haemolyticus) (163, 170).

Un cas atypique de bronchopneumoniefatalea A. equulisubsp. haemolyticus associée a des hémorragies
pulmonaires multifocales a été rapporté chez une jument Paint de sixans (196). Les hémorragies semblent
avoir été causée par un dommage endothélial secondaire alatoxine hémolysine RTX de A. equuli subsp.
haemolyticus. La présence du gene codant cette toxine ainsi que la transcription de ce dernier ont été
confirmés par qPCR (amorces visant le géne agx, sur ADN et sur ADNc pour vérifier |’activité
transcriptionnelle) sur liquide trachéal et sur le parenchyme pulmonaire. La présentation clinique ainsi
que les lésions observées ressemblent a celle observées suite a une infection a Actinobacillus
pleuropneumoniae chez les porcs, et les |ésions causées par cette bactérie chezcette derniere espéce sont
attribuées aux toxines RTX. De maniere similaire, des bactéries A. suis-like ont été isolées de lavages
trachéaux ou d’effusion pleurale de chevaux avec infarci hé morragiques pulmonaires aigus et pneumonie
nécrosante, le plus souvent suivant un exercice intense (résumé de conférence (202)). D’autre bactéries

A. suis-likesont associées a des cas de pneumonies ou pleuropneumonies (177).

Dans une étude sur 99 chevaux, la plupart desisolats d’Actinobacillus en culture proviennent des systémes

respiratoire, reproducteur ou de septicémies (170). A. equuli subsp. equuli estle plus fréquemment isolé
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des échantillons respiratoires, suivi d’A. equulisubsp. haemolyticus et A. lignieresii. L'infection mixte est
fréquente (autre Actinobacillus, Escherichia coli, Salmonella spp., Klebsiella pneumoniae, Pasteurella
multocida, Streptococcus equisubsp. zooepidemicus, Clostridium spp., herpésvirus équin typel (EHV1), ou
virus Influenza A). Les Actinobacillus isolés des voies respiratoires sont probablement des agents
pathogenes secondaires, des agents pathogénes « faibles » nécessitant une condition préexistante afin
de proliférer, ou des contaminants provenant des voies respiratoires supérieures lors des prélévements
(170). Une autre étude basée surle MALDI-TOF MS suivi de la PCR pour toxines RTX et le séquencage de
I’ARNTr 16S a plutdét montré qu’Actinobacillus equulisubsp. haemolyticus estla bactérielaplusisolée dans
les cas de pneumonie, de pneumonie post-transport ou d’infection des voies respiratoires supérieures
(164). A. equuli subsp. equulin’aquant a lui pas été retrouvé dans les échantillonsdes voies respiratoires.
Les autres isolats de chevaux avec pneumonie correspondent a du A. pleuropneumoniae ou du
[Pasteurella] caballi. Les résultats de cette étude, avec une identification initiale erronée (basée
uniquement sur le MALDI-TOF) pour dix de 27 échantillons, suggerent que le MALDI-TOF peut s’avérer

sous-optimal pourune identification précise des espéces d’ Actinobacillus (164).

3.5.6 Haemophilus influenzae
Haemophilus influenzae estle Pasteurellaceae le plusimportanten ce qui concerne les maladies chez les

humains (153). Cet agent pathogéne opportuniste propre aux humains est retrouvé dans le microbiote
normal des voies respiratoires supérieures et possede différents mécanismes d’attachement a la
mugqueuse et d’évasion du systéme immunitaire (203). H. influenzae est|a bactérie laplusisolée chezles
individus en exacerbation aigué d’asthme bronchique et d’asthme sévére (15, 204), est associé avec un
score détérioré au Asthma Control Questionnaire (128) et avec la durée de la condition (136, 204). Chez
les patients atteints d’asthme difficilement contrdlable, une charge (qPCR ou culture) plus élevée en H.
influenzae dans le sputum est associée a une fréquence plus importante de crises d’exacerbation (204,
205). Haemophilus spp. (ou H. influenzae quand le gPCR est utilisé) est surreprésenté chez les patients
atteints d’asthme de phénotype neutrophilique (30, 135-138). L'implication de cette bactérie dans
I’asthme chezles humains, du moins chezles patients atteints du phénotype neutrophilique ou d’asthme
difficilement contrblable, est d’autant plus supportée par I’efficacité de I’ajout d’un antibiotique
macrolide (azithromycine) aux traitements conventionnels: ce traitement diminue la charge de H.
influenzae (145), et ces patients présentent moins de crises d’exacerbation que ceux ne recevant pas ce
traitement antibiotique (205). H. influenzae est aussi retrouvé chez les patients atteints de maladie

pulmonaire obstructive chronique (MPOC) (13, 203, 206-208), plus particulierement ceuxen exacerbation
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(207). Méme si jamais isolé chez des équidés, il s’avére pertinent de rechercher cette bactérie chez des

chevaux atteints d’asthme étantdonnéson association avecl’asthme chezles humains.

3.5.7 Autres Pasteurellaceace isolés chez les chevaux
Certains Pasteurellaceae ont été identifiés occasionnellement en ayant recours a une caractérisation

biochimique complete. Pasteurella pneumotropica, [P.] haemolytica (maintenant Mannheimia
haemolytica) et P. mairii ont été isolés de lavages trachéaux de chevaux sains et présentant de
I’inflammation des voies respiratoires inférieures (125). L'isolement de M. haemolytica et de Pasteurella

multocida est possible mais rare chez les chevaux (Dre J-H Fairbrother, communication personnelle).

3.5.8 Résumé : Pasteurellaceae dans les voies respiratoires d’équidés
Le tableau présenté ci-dessous résume les différents Pasteurellaceae isolés de la cavité orale ou des voies

respiratoires d’équidés en plus du statut de santé de ces derniers (sain ou malade, le cas échéant quelle

pathologie lorsque décrite).

Tableau 5. Résumé de la littérature sur les Pasteurellaceae dans la cavité orale et les voies respiratoires.

Pasteurellaceae Site d’isolement Méthode d’identification | Références
Cavité orale cheval sain Culture + analyse (199)
Pneumonie, pneumonie post- biochimique + MALDI-TOF (164)
. transport, infection VRS + séquencage ARNr 16S
A. equulisubsp. - -
. Bronchopneumonie et Culture + PCR toxine RTX (196)
haemolyticus . .
pneumonie hémorragique
Infection voies respiratoires Culture + analyse (170)
biochimique
A. equulisubsp. Infection voies respiratoires Culture + analyse (170)
equuli biochimique
Cavité orale et VRS de chevaux | Culture +analyse (194, 195,
sains biochimique 197)
A. equuli Lavages trachéaux chevaux (125)
sains etatteints d’asthme léger
a modéré
Cavité orale cheval sain Culture + analyse (197)
A lianieresii Lavagestrachéaux chevaux biochimique (125)
-9 sains etatteints d’asthme léger
a modéré
A Pneumonie Culture +analyse (164)
}euro neumoniae biochimique + MALDI-TOF
P P + séquencage ARNr 16S
. Cavité orale cheval sain Culture + analyse (197)
A. suis C
biochimique
. Pneumonieou Culture + analyse (177, 202)
A. suis-like . N
bronchopneumonie biochimique
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Lavagestrachéaux chevaux (125)
sains etatteints d’asthme léger
amodéré
Cavité orale/gencive chevaux NGS (11, 179) (11, 179,
sains (et atteints d’asthme 198)
. . sévere (11))

Actinobacillus spp. Lavagestrachéaux chevaux Culture (33)
sains etatteints d’asthme
modéré
Lavages trachéaux ou Culture + analyse (122, 124,
nez/poches biochimique +séquencage 159, 190,
gutturales/nasopharyngien de ARNr 16S 191)
chevaux ou dnesavec maladie

N.semolina respiratoire
Bronchopneumonie (191, 192)
Lavagestrachéauxet (124)
échantillon nasal de chevaux
sains
Infection voies respiratoires Culture + analyse (183, 186)
Pneumonieet biochimique (et (164, 177,

[P.]1caballi pleuropneumonie immunohistochimie (185), 185)
Cavité orale chevaux sains MALDI-TOF + séquencage (167, 187)

ARNr 165 (164))

Cavitésorale et nasale et LBA NGS (12)

P. multocida chevauxsains et atteints
d’asthme sévére

P. pneumotropica, P. | Lavages trachéaux chevaux Culture + analyse (125)

mairii et [P.] sains et atteints d’asthme biochimique

haemolytica

(maintenant M.

haemolytica)
Inflammation des voies Culture + analyse (5-8, 10, 125)
respiratoire inférieures biochimique
Pneumonieou (175, 176,

Pasteurella spp. .

et/ou pleuropneumonie . 178)

Actinobacillus spp. Nasc?pharynx cheyaux sainsou (123)
atteints de maladie respiratoire
Lavagestrachéaux chevaux (180)
gardésavec latéte élevée
Cavitésorale etnasale et LBA NGS (12)
chevaux sains et atteints

i d’asthme sévére

Pasteurellaceae Gencive chevaux sains (179)

Lavagestrachéaux chevaux, Culture + analyse (181)

surtout post-transport

biochimiqueet NGS
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Lavages trachéaux chevaux
sains etatteints d’asthme
modéré

Culture et qPCR

(33)

A. : Actinobacillus, ARNr 16S : géne codant l'acide ribonucléique ribosomique 16S, LBA: lavage
bronchoalvéolaire, M. Mannheimia, MALDI-TOF : Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-
flight, N. : Nicoletella, NGS : séquen¢age de nouvelle génération, P.: Pasteurella, gPCR: réaction de
polymérase en chaine quantitative, RTX : toxines Repeats in the structural Toxin, VRS : voies respiratoires

supérieures.
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Chapitre 4 — Objectifs et hypotheses

4.1 Objectifs
Alalumiére de cetterevuede lalittérature surles Pasteurellaceae, de |a croissance fastidieuse de certains

membres de cette famille ala contribution potentielle desbactéries al'inflammation dans |’asthme équin,
I’objectif de ce mémoire est de quantifieretd’évaluerlaprévalence de Pasteurellaceae spécifiques dans
la bouche et les voies respiratoires de chevaux sains et atteints d’asthme sévére gardés dans différents
environnements. Le but est d’évaluersi certains genresou certaines especes de cette famille bactérienne
sont plus fréquents ou plus abondants chez les chevaux atteints d’asthme sévére. Le choix des
Pasteurellaceae pour lesquels des amorces ont été synthétisées est basé sur les bactéries ayant été
identifiées dans les voies respiratoires équines et sur les Pasteurellaceae associés a I’asthme chez les

humains.

Suite aux résultats initiaux encourageants obtenus pour Nicoletella semolina, de plus amplesrecherches
ont été poursuivies, incluant deux phases supplé mentaires et une compilation de cas cliniques. L’ objectif
pour N. semolina est également de quantifier la bactérie dans la bouche et les voies respiratoires de
chevaux sains et atteints d’asthme dans différents environnements. Pour les cas cliniques, les objectifs
sont 1) d’évaluer la présentation clinique de chevaux positifs a la bactérie (identification confirmée au
MALDI-TOF ou au qPCR) et 2) de comparer ces résultats avec des chevaux négatifs présentés pour les

mémes raisons de consultation.

4.2 Hypotheses
Nos hypothesessont 1) que les bactéries[Pasteurella] caballi, Pasteurella multocida, Nicoletella semolina

etActinobacillus equulisont présentes chez plusieurschevauxatteints d’asthme sévere (forte prévalence)
et en plus grande quantité chez ceux-ci par rapport aux chevaux sains, surtout lors d’exacerbation, et 2)
gue les bactéries Haemophilus influenzae, Actinobacillus suis, Actinobacillus lignieresii et Actinobacillus

pleuropneumoniae sontrares ou absentes chezles chevaux sains etles chevaux atteints d’asthme.



Chapitre 5 — Article

Présentation sous forme d’article.

L'article a été soumis auJournal of Veterinary Internal Medicine en septembre 2020, a été accepté en avril

2021, eta été publié en mai 2021.

Contribution prépondérante de I’étudiante (Flavie Payette) dans I’organisation du projet, I’acquisition,
I’analyse et I'interprétation des données ainsi que dans |’écriture du manuscrit. Audrey Charlebois a
participé a I'acquisition et I’analyse des données ainsi qu’a la révision du manuscrit. Dre Julie -Hélene
Fairbrother a aidé a I'acquisition des données et la révision du manuscrit. Guy Beauchamp a réalisé les
analyses statistiques etarévisé la section associée dans le manuscrit. Dre Mathilde Leclére agrandement
participé al’élaboration deshypotheses, du design expérimental, I’analyse et I’interprétation desdonnées

ainsiqu’al’écriture du manuscrit.

Les références sont indiquées en exposant dans le manuscrit (sections 5.1 a 5.7) pour faciliter leur

distinction avecle reste du mémoire. Elles font référence ala section 5.7.
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5.1 Abstract
Background — Nicoletella semolina was identified in the airways of horsesand its low prevalence could be

due to its difficult differentiation from other Pasteurellaceae.

Objectives —To develop a molecular method for the identification of N. semolina and to evaluate its

prevalence inthe mouth and the airways of healthy and seve re asthmatic horses.

Animals—6 healthy and 6 severely asthmatichorsesin phase |, 10 severely asthmatichorsesin phase I,

10 healthy horsesin phaselll.

Methods— Cohort (phases | and Il) and cross-sectional (phaselll) studies. gPCR primerstargeting the sodA
gene were optimized. N. semolina was quantified in oral and nasal washes and in BALF (phase |, sampled

twice), in nasal washes and BALF (phase Il, sampled twice), and in nasal washes (phase Ill).
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Results—N. semolina was foundinthe nose of 5, 10 and 9 horsesin phases|, Il and lll, respectively (first
samplingforphasesland Il). Six BALF from 5 different horses were positivefor N. semolinain phasell. In
phase |, there was no significant difference in the nasalloads of healthy horses (median(range): 2.04 x10*
copies/mL(0-2.44 x10°) and asthmatichorsesin exacerbation (3.75x10% (0 - 4.84 x10°)) (Wilcoxon’s rank

sumtest, p=.57).

Conclusions and clinical importance — N. semolina is commonly found in the airways of horses. The
potential pathogenicity of N. semolina remains to be elucidated but the molecular technique we

developed will facilitate future studies.

5.2 Introduction
Asthmais a common disease affecting approximately 15 % of horses in its severe form !, while milder

forms of the disease are likely more prevalent 2. Althoughasthmaiis primarily considered a non-infectious
disease, bacteria couldact as contributing factors by inducinganinappropriateinnate response, resulting
in excessive inflammation of the airways . Lower airway dysbiosis in horses with severe and moderate
asthma suggests that bacteria are related to inflammation ®7. However, whether dysbiosis perpetuates
pulmonary inflammation or occurs secondarily to chronic allergic inflammation is unknown &. There is a
correlation between bacteriaisolated from the trachea of horses and airway inflammation % orthe risk
of respiratory disease '. It remains uncertain if non-specific bacterial molecular patterns, such as
lipopolysaccharides 2, or specific virulence factors of pathogenic or opportunistic bacteria are a cause,
butthe presence of certain bacteriain thelowerairways has beenassociated with asthmain horses. These
bacteria include Streptococcus equi subsp. zooepidemicus ©°1%1%1 S pneumoniae °1%1* and bacteria

fromthe Pasteurellaceae family, including Pasteurella spp. and Actinobacillus spp. %10 1415,

Recently, a new Pasteurellaceae, Nicoletella semolina, was isolated from horses with and without
respiratory diseases ®17, It is associated with tracheal inflammation 2, and is found in larger amount in
horseswith respiratory diseases '”. This suggests that N. semolina could be, as are other Pasteurellaceae,
an opportunistic pathogen *°, and could occasionally act as a contributing factor to exacerbations of
asthma in horses. Elucidating N. semolina’s role using standard culture is complicated by its fastidious
growth and difficult differentiation from other Pasteurellaceae . The development of a molecular
method will improve our ability to detect its presence and will help determineits role in the airways of
horses. The objectives of the study were I) to develop a molecular method for the identification of N.

semolina, andIl) to evaluate its prevalence in the mouth and the airways of healthy and severe asthmatic
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horses keptin different environments. The hypothesis was that N. semolina is more commonly detected

inhorses with asthma, especially during exacerbation.

5.3 Methods

5.3.1 Study design
The study was conducted in three phases, the first two with research horsesand the third one in a private

barn. Samples from the Equine Respiratory Tissue Biobank

(http://www.ertb.ca/media/html/en_biobank.html) were used in phase I. Briefly, oral and nasal washes

and bronchoalveolarlavage fluid (BALF) from six controls and six severe asthmatic horses, stored at — 80
°C from a previous project, were analyzed 7. Samples had been collected when horses were on grass
pasture (low antigen exposure), and after being housed indoors and fed poor quality hay (high antigen
exposure) forthree weeks. In phase Il, BALF and nasal washes were collected from ten severe asthmatic
horses (different from phase 1) when experiencing exacerbation upon being fed poor quality hay (high
antigen exposure), and after 6 weeks of being fed either hay soakedfor45minutes (n=5) oralfalfa pellets
(n = 5) in order to achieve clinical remission (low antigen exposure). Other than having only asthma-
affected horses, phase Il differs from phase | by having horses in remission kept indoors, instead of on
pasture. In phase lll, nasal washes were collected from ten client-owned, clinically healthyhorses living in
the barn of the initial case from which N. semolina was isolated (unrelated to the research facility). All
experimental procedures were performed in accordance with the Canadian Council for Animal Care
guidelines and wereapprovedby the animal care committee of the Université de Montréal (15Rech1760,

19Rech1995 and 20Rech2082).

5.3.2 Sample collection and DNA extraction
In phase |, oral, nasal and BALF samples were obtained as previously described ’. Briefly, oral and nasal

cavities were rinsed using 50mL of sterile 0.9% saline collected by gravity in asterile tube, and BALF was
collected by passinga 2.5 m videoendoscope through a protective sheath,and by instilling and aspirating
two 250 mL boluses of sterile 0.9 % saline. In phase Il, BALF samples and nasal washes were collected as
in phase |, with the exceptionthata 1.6 m videoendoscope without a protective sheathwas used for BALF
collection (Olympus, GIF-H180, Olympus Canada Inc., Richmond Hill, ON, Canada). In phase lll, nasal
washes were collected without sedation, using a plastic bag around the nose to avoid spills. All samples

were keptonice until freezing at—80 "C within three hours of collection.

In phasel, 2to 5 mL (based on availability) of oral and nasal washes and of BALF sampleswere used for

DNA extraction. Oral washes were filtered (sterile 4-ply gauze) to eliminate large feed particles. In phase
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11,5 mL of nasal wash and 20 mL of BALF were used, to increase chances of detection in BALF. In phase ll,
5 mL of nasal wash were used for extraction. DNA was initially pelleted by centrifuging samples at 18 400
x g over 30 minutes, at 4 °C. DNA extraction was performed using DNeasy Blood & Tissue kit (Qiagen,
Toronto, ON, Canada) following the manufacturer’s protocol, with minor modifications to optimize

extraction of low biomass samples.

5.3.3 Initial N. semolina strain
The initial N. semolina strainwas obtained froma 2-month-old Standardbred colt presentedto the Equine

Hospital of the Université de Montréal with pneumonia. Culture of the tracheal aspirate and tentative
matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS)
identification of the bacteria present showed afew colonies of Rhodococcus equiand heavy growth (>10
000 CFU/mL) of an unidentified Pasteurellaceae. DNA was extracted as described above. Complete 165
ribosomal RNA gene (V1-V9, 1 465 base pairs) was sequenced by Génome Québec (GénomeQuébecinc,
Montreal, QC, Canada). Primers 27F: 5- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' and 1492R: 5'-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3' were used for amplification and sequencing. Sequencing results were runin
Nucleotide BLAST (standard databases) and confirmed the identification of the unknown Pasteurellaceae
strain as N. semolina, with 99.85 % homology with the 16S ribosomal RNA type strain (CCUG43639 1),

with a two-base-pair difference.

N. semolina-confirmed strain’s spectra was added to the MALDI-TOF database of the bacteriology
diagnostic laboratory of the Complexe de diagnostic et d’épidémiosurveillance vétérinaires du Québec
(CDEVQ) of the Université de Montréal. Briefly, MALDI-TOF technology was used on a Microflex LT/SH
mass spectrometer (Bruker Daltonics, Milton, ON, Canada). Generated spectra were compared with
spectra from the RUO Biotyper database (Bruker Daltonics, Milton, ON, Canada) and with a homemade
database from the bacteriology diagnostic laboratory, then including the N. semolina spectra of the

initially sequenced strain.

5.3.4 Quantitative PCR
Primers were designed using Geneious Prime software v.2019.2.1 (Biomatters Ltd., San Diego, CA, United

States), based on available NCBI Nucleotide sequences. The primer set amplifies N. semolina, targeting a
130 base-pair amplicon in the sodA gene (based on DSM16380). Forward primer sodAF 5’-
CAGCGATTGGTCGATTTGGCTCT-3' and reverse primer sodAR 5 -GGATAACCAGACACACCTGCAA-3' were
furtheroptimized. PCR product was sequenced to confirm gene identification. Primers were tested with

eight otherbacteriafromthe Pasteurellaceae family, three other Gram-negative bacteria,and one Gram-

71



positive bacteria often found in equine airways (S. equi subsp. zooepidemicus). There was no DNA
amplification, confirming the high specificity of these primers for N. semolina. Five other isolates of N.
semolina identified inthe followingmonths using the annotated MALDI-TOF were testedwith the primers
and led to DNA amplificationin all cases, confirming that our primers could detect more than one isolate
of N. semolina. A standard curve was made usingserial dilutions. Efficiency of 89.63 % and R? of 0.99 or

more were considered adequate °.

Quantitative PCR (gPCR) was carried out using Rotor-Gene 3000 (Corbett Research, Mortlake, Australia)
with QuantiTect SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Toronto, ON, Canada), following the manufacturer’s
recommendations. Briefly, 2.0 uL of extracted DNA, 0.5 uM of forward and reverse primers (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific, IL, United States), 10 uL of QuantiTect SYBR Greenand 4 pL of sterile molecular
grade water (Wisent, Saint-Bruno, QC, Canada) were used, foratotal of 20 pL perreaction. Every run had
an initial hold period of 15 minutesat 95 °C, followed by 40 cyclesof 15sat 94 °C,30 sat 59 ‘Cand 30 s
at 72 °C, endingwithameltfrom 72 "Cto 95 °C. Ineach gPCRrun, all samples wererun in duplicates, with
inclusion of awater mock and three samples of known concentrationfrom the standard curve. When only
one duplicate was positive, it was run again, and a sample was considered positive if at least two runs
were positive, and mean value was used for analysis. The standard curve was imported within each run
and quantification was reportedin gene copies per mL of sample. Melt curves were analyzed to remove

non-specificamplifications.

5.3.5 Statistical analysis
Statistical analysis and figures were carried out using SAS v9.4 (Cary, N.C., United States) and GraphPad

Prism software v8.3.0 (San Diego, CA, United States). N. semolina loads among horses were not normally
distributed. In phase | and BALF samples of phase I, Wilcoxon’s signed-rank tests were used to compare
loads as a function of antigen exposure in each group, and Wilcoxon’s rank sum tests were used to
compare loads as a function of groups for each antigen exposure. When groups did not differ statistically,
horses were pooled and a Wilcoxon’ssigned-rank test was used to compare loads between environments
(phasel) or between asthmastatus (phase Il, lung only). For nasal samples of phase Il and BALF recovery
volumes, alinear mixed modelon log-transformeddata was used, with horseidentificationas the random
factor and group and diet as fixed factors. The number of positive horses between level of antigen
exposure (pasture and hay in phase |, hay and pellets/soaked hay in phase II) was compared with
McNemar’s test. Spearman’s correlations were used to test the association between BALF neutrophils

percentages, lung resistance at 5 Hz over resistance at 10 Hz (R5to R10 ratio) and N. semolina loads in
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phase |, between loads and BALF recovery volume and lung function (resistance, elastance and
transpulmonary pressure (APL)) in phase Il, and between nasal loads and age for all three phases. For the
correlations with age, only loads of horses housed indoors and eating hay were used for phaseslandIl. P

values of less than .05 were considered statistically significant.

5.4 Results

5.4.1 Horses, lung function and BALF cytology
Lung functions and bronchoalveolarlavage cytology from phase | were previouslyreported’. Horses with

asthma developed airway obstruction and severe bronchoalveolar lavage neutrophilia with hay feeding
and indoor environment, while controls did not. In phase Il, horses were all in exacerbation at base line,
and were in remission or close to remission after 6 weeks of low-antigen exposure (Westerfeld et al., in

writing). Horses from phase lll were deemed healthy based on physical examination and history.

5.4.2 Phase I: Control and asthmatic horses
PCR quantification revealed the presence of N. semolina in 10 oral and 13 nasal samples from eight

different horses (Figure 9A and B). All BALF samples were negative for N. semolina (Figure 9C). Oral and
nasal loads were not significantly different between control and asthmatichorsesin either environment
(oral:p=.46; nasal: p>.57), orbetween environmentsineither group(oral: p 2.25; nasal: p =.13). Pooling
horses fromthe two groups, there was significantly more N. semolina in the nose of horses keptindoors
on hay ratherthan on pasture (p =.008), but notin theirmouth (p =.30). When horseswere on pasture,
3 oral and 5 nasal washes were positive for N. semolina, while 7 oral and 8 nasal washes were positive
when horses were indoors (25 to 66 % positive samples overall), with no significant difference between
environmentsin eithergroup (p=.13). All horses positivein the mouth werealso positivein the nose and
all but one horse had higher loads (per mLrecovered) in their nose than in their mouth. There was no
significant correlation between BALF neutrophils percentage or lung function (R5 to R10 ratio) and N.
semolina load in the mouth (p 2.26) norin the nose (p 2.16), on pasture and with hay exposure. There

was no correlation between age and nasal loads of horses on hay (p =.51).
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Figure 9. Nicoletella semolina loads in phasel.
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N.semolinaoral(A), nasal (B) andpulmonary(C) loads in gene copies per mL extracted fro m healthy
(n=6) and asthmatichorses (n = 6) housed on pasture (open circles) and indoors and fed hay (solid
circles). There was significantly more N. semolina in the nose of horses on hay (Wilcoxon’s signed-
rank teston pooled data; p =.008). No significant difference between groups or environmentsin the
mouth and lungs (p 2.25).

5.4.3 Phase Il: Asthmatic horses
Nicoletella semolina was detected in all but one nasal samples from phasell (9/10in remission and 10/10

in exacerbation, 95 to 100% positive samples), and in six BALF samples (5/10 in remission and 1/10 in
exacerbation) (Figure 10). The linear mixed model showed no significant effect of asthma status
(remission/exacerbation) (p =.42), type of diet (p=.33), orinteraction betweenthese factors (p=.92) on
nasal loads. Pulmonary loads were not different between antigen exposuresin eitherdiet group (p =.42),
or betweendietsin either antigen exposure (p =.25). When horses from both diet groups were pooled,
pulmonary loads were not significantly higherin horsesin remission (p =.06). Similarly, the percentage of
N. semolina positive horses in the lungs was not significantly different between remission (5/10, 50 %)
and exacerbation (1/10, 10%) (p =.13). There was no significant correlation betweennasal and pulmonary
loads (p 2 .21), and between pulmonary loads and lung function when horses were in exacerbation (p =
.86) and in remission (p >.31). In addition, BALF recovery volume did not correlate with lung function (p
> .06) and was notdifferent between diet groups or antigen exposure (p =.90). There was no correlation

between age and nasal loads of horsesin exacerbation (p =.47).
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Figure 10. Nicoletella semolina loads in phasell.

N. semolina nasal (A) and pulmonary (B) loads in gene copies per mL extracted from asthmatic
horses fed either pellets (n =5) or soaked hay (n =5) during remission (open circles) and exacerbation
of asthma (solid circles). No significant effect of feed or asthma status on log -transformed nasal
loads (linear mixed model; p > .33) and no significant difference between diet or asthma status in
the lungs (Wilcoxon’s signed-rank tests; p > .06).

5.4.4 Phase Ill: Healthy horses from a different barn
Ten horses, ranging from 6 months to 12 years of age, were sampled in the Fall of 2020, one year after

the foal with pneumonia had returned home. A total of approximately 20 horses and foals lived on the
facility. Not all horses had direct contact with one another, butthey shared paddocks, the arenaand the
wash stall. N. semolina was identified in the nose of all but one horse (9/10 horses). The four yearlings

who had lived in the same paddock for many months showed the highest loads of N. semolina in their
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nasal cavities, along with a 6-month-old foal. A significant negative correlation was observed between

nasal loads and age (r = - .68, p = .04) (Figure 11). The foal with pneumonia, who had also been tested at

4 months of age and was now a healthy yearling, remained positive. Its dam, who had also been positive

previously, wasthe only horse in which the bacteriawas not detected.

(A)

(B)

Nasal N. semolina (log copies/mL)

@ > 100 000 copies/mL
@ < 10 000 copies/mL
@ < 1 000 copies/mL

< 100 copies/mL
< 10 copies/mL
0 copie/mL
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Figure 11. Nicoletella semolina in phaselll.

Layout showing the horses in the private barn where 10 healthy horses were sampled in the nose
(A). Each circle represents a horse; younger horses are represented by smaller circles and darker
shades represent horses with higher loads of N. semolina. There is a significant negative correlation
between nasalloads and age (Spearman’s correlation; r=- .68, p = .04) (B).

5.5 Discussion

This report describes a culture-independent method for the detection of N. semolina in the airways of

horses. There are few reports of cases in North America

21 and a 2012 study included two strains
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originatingfrom Canada 22. N. semolina could be an emerging bacterium, but furtherresearch would be
needed to support this and for now, we hypothesize that N. semolina’s fastidious growth and
identification prevented accurate identification in the past. Overall, in our study sample of horsesin close
contact with one another, N. semolina was found in 25 to 58 % of oral samples, 41 to 100 % of nasal
samples and in up to 30 % of BALF samples. N. semolina was also added to the MALDI-TOF database of
the Complexe de diagnosticet d’épidémiosurveillance vétérinaires du Québec (CDEVQ) of the Université

de Montréal.

5.5.1 Higher prevalence than previously reported
Usingculture, N. semolina isfoundin the nose of up to 6% (12/207) of healthy horses *7,and in the trachea

of between 1.8 % (19/1054) and 5 % (49/921) of horses with respiratory diseases 8, For comparison,
41 % (5/12) and 100 % (10/10) of the 22 different horses sampled in phase | and Il, respectively, were
positive for N. semolina in their nose on their first sampling, with 18 horses having at least one positive
sample (mouth, nose or lungs) on at least one occasion. N. semolina was also identified in 9 of the 10
horses sampled at an unrelated barn. The use of a molecular method increases the chances of detecting
the presence of bacteriacompared to culture 22 and could explain, in part, the high prevalence obtained
in these three samples of horses. Approximately 68 % of tracheal aspirates of horses yield growth in
standard aerobic culture, whereas all samples are positive for 16S rRNA gene quantification 24. Similar
results are obtained when analyzing nasopharyngeal and sputum samples from humans with bronchial
asthma 2> or with pneumonia 2. The increased sensitivity of molecular methods compared to culture is
furtherenhanced by the fact that Pasteurellaceae show limited survival outside their hosts ?7. In addition
to its fastidious growth 6, N. semolina identification using traditional phenotypical and biochemical
characterization is not always possible given the close similarities between Pasteurellaceae 162728, It is
therefore possible that studies relying on culture for the detection of N. semolina underestimate its
prevalence in horses. However, inthe current study, samples were not analyzed using standard bacterial
culture fora direct comparison between techniques and the high prevalence could be atleastin part the
result of sampling horses livingin the same environment rather than sampling a large number of unrelated
horses from different barns, as in previous studies *”- 8, In Phase Ill, horses also shared the same
environment and all but one harbored the bacteria in their nose. In humans, the skin, and to a lesser
extent, the oral and gut, microbiota is more similar in individuals living within the same household than
between households ?°. This remainstrue for the skin of genetically unrelated roommates 3° and the fecal
microbiota of spouses 3' and of monozygotictwins 32. Itis therefore possible that horses housedtogether

harbora similar microbiota.The apparent higher prevalence inphase Il, where almost all horses harbored

78



N. semolina in their nose, could result from decreased ventilation in the barn as the experiment was
carried out during wintertime, which could increase concentration of airborne particles 33-35. Thus, our

results raise the possibility that cohabitation playsarolein N. semolina’s carrier status.

5.5.2 Effect of housing
In phase |, there were significantly more N. semolina in the nose of horses housedinside andin phasell,

when all horses had beenindoors for more than a month, 19 out of 20 nasal samples were positive. We
hypothesized that indoors housing could induce mucosal inflammation which could favor the growth of
N. semolina. Whether nasal mucosa inflammation is present in horses housed indoors remains
speculative, but horses with and without asthma develop airway inflammation when housed indoors, at
least transiently 1 3638 Alternatively, hay or pellets could act as a source of bacteria and create a
microenvironment inside the barn increasing exposition to airborne particles. If that was the case, we
could have seen higher loads in asthmatic horses fed soaked hay, as overall bacterial content tends to
increase with soaking 3°4*, but levelswere similar whether horses werefeddry hay, soaked hay or pellets.
This points back towards an effect of being housed indoors per se, where horses are more exposed to
suspended aerosols and particles, including bacteria that tend to remain suspended in the air for long

periods of time 3942,

5.5.3 Nicoletella semolina in bronchoalveolar lavage fluid
Initial conclusion from phase | was that there was no N. semolina in the horses’ lungs. DNA extraction

from a larger BALF volume (20 mL comparedto 5 mL) in phase Il resulted inthe detection of N. semolina
insix BAL fromfive different horses. Because we did not use a protective sheathin phaselll, itis however
difficultto determineif N. semolinais atrue inhabitant of thelungsorifitwas carried over from the upper
airways. Lower airway sampling can bring contamination from the upper airways **4* and a protective
sheath can be used to minimize such contamination*’. However, there was no correlation between nasal
and BALF loads and studies in humans show that carry over from the upper airways with unprotected

bronchoscopes plays a minimal role inthe communities observed in BALF samples & 4>46,

Five out of 10 horses in remission in phase |l were positive for N. semolina in their lungs as opposed to
only one whenin exacerbation (not statistically significant). Higher BALF recovery volume from decreased
fluid trapping with reduced airway obstruction %" ¢ was explored as a potential explanation but BALF
recovery volume was not different between remission and exacerbation and it was not correlated to lung
function. It would have beeninteresting to quantify N. semolina pulmonary loads in the healthy horses

from phase Il using the 20 mL volume from phase Il and the protective sheath from phase | in order to
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help understandits significance when detected in horses’ lungs. Unfortunately, horses fromphase Il were

client-owned horses and only minimally invasive procedures could be performed.

5.5.4 Potential role of N. semolina in the airways
Whether Nicoletella semolina is an emerging pathogen, an opportunisticorganismorsimplyis part of the

normal microbiota of horses remains unclear, but it does not seem to act as a primary pathogen. Itis
suggested thatinfection by N. semolina should be considered when in presence of respiratory signs ° or
tracheal inflammation 8. However, itsisolation alongside S. equisubsp. zooepidemicus and other bacteria
17,18 syggests it might not have been the only driver of inflammation in those cases. Results from phasesl|

and lll, as well asa previous report '’, show that N. semolina can be foundinthe nose and the mouth of
healthy horses and supportthe hypothesisthat this bacteriais anormal inhabitant of respiratory mucosal
surfaces of horses, with the capacity of overgrowing when conditions are propitious '7-21. Nevertheless,
the negative correlation between nasal loads and age in phase lll raises the question whether the
development of immunity with age contributes to lowerloads as horses get older, as observed with other
opportunisticbacteria 111, This findingis further supported by the fact that clinical diseasein N. semolina-
positive horsesis mainlyreported in youngerhorses %21 Correlation withage was not observed inphases

I and Il, where only mature horses were sampled.

The contribution of bacteriain the development and perpetuation of inflammation in asthmais currently
unknown #2, Albeit no clear diagnosis was established in most cases, horses positive for N. semolina by
culture mainly present with cough and nasal discharge %8, Pasteurellaceae are associated with airway
inflammation 211415 and it is possible that some of these Pasteurella/Actinobacillus-identified bacteria
are in fact N. semolina. Here, we were unable to show an association between N. semolina and severe
asthmain horses, butwe developed atool tolook ata possible association with mild to moderate asthma

on alargerscale.

5.5.5 Limitations
The main limitation residesin the small number of convenience samples used for both initial phases of

the project. This, along with the absence of preliminary data on the detection of N. semolina by qPCR,
limited the use of samplesize calculation. Alarger number of horseswould probably have been necessary
to detectdifferencesinthe percentage of N. semolina-positive horses between environments or asthma
status, should such differences exist. Sampling of feed, pasture, water buckets, ambientairinsidethe bam

and around ahorse’s breathing zone could have brought moreinformation on the presence of N. semolina
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in the environment, even if expected to be minimal ?’. Finally, direct comparison between culture and

gPCRon the same samples would have helped comparing ourresults with previous literature.

5.6 Conclusion
In conclusion, N. semolina is highly prevalentin our colony of research horses with and withoutasthma,

and inan unrelated study sample of healthyhorsesliving in adifferent barn. In both cases however, high
prevalence could be due in part to the proximity of these horses living together. We could not show an
association between N. semolina and severe asthma, butit is foundin higherloadsin the nose of horses
kept indoors. The potential pathogenicity of N. semolina remains to be elucidated but the molecular
techniques we developed (qPCR and in-house MALDI-TOF database annotation) will greatly facilitate

future studiesinarandomly selected sample of horses.
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Chapitre 6 — Méthodologie supplémentaire (non décrite dans |'article)
Cette section décrit la méthodologie qui n’a pas abordée dans I’article sur N. semolina, et inclut donc la

recherche surlesamorces pour les différents Pasteurellaceae.

6.1 Lavages oraux, nasaux, trachéaux et bronchoalvéolaires
Les échantillons utilisés afin d’évaluer la présence de différents Pasteurellaceae dans les voies

respiratoires de chevaux sains et atteints d’asthme sévére provenaient de la bio-banque de tissus
respiratoires équins (Equine Respiratory Tissue Biobank;

http://www.ertb.ca/media/html/en_biobank.html). Ces échantillons ont été récoltés lors d’une étude

précédente (Fillion-Bertrand, 2019; (11)) et correspondent aux mémes échantillons que ceux analysés
dans le cadre de la phase | décrite dans I’article sur N. semolina (Chapitre 5). Ce projet sera nommé
« Asthme équinvs Chevauxsains » pour faciliter lacompréhension. Au cours de ce projet, 6 chevaux sains
et 6 chevaux atteints d’asthme sévére étaient initialementgardés au paturage sur herbe (faible exposition
antigénique) pour une période d'au moins trois semaines, puis a I'intérieur en étant nourri du foin de
pauvre qualité (haute exposition antigénique) pour trois semaines supplémentaires. Suite a chaque
exposition environnementale, des lavages nasaux, oraux et bronchoalvéolaires ont été prélevés et les
fonctions respiratoires ont été mesurées via oscillométrie. Les chevaux atteints d’asthme sévere ont
développé de I’exacerbation lorsque gardésal’intérieuravecdu foin de bonne ou de pauvre qualité. Les
résultats de fonctions pulmonaires, de cytologie sur LBA et de séquencage de nouvelle génération sont
publiés (11). L'utilisation de ces échantillons pourle présent projet permettait a la fois de comparer des
chevaux sains a des chevaux atteints d’asthme, de comparer la rémission a I’exacerbation d’asthme et
d’évaluer ’effet de I’environnement. Ce projet de recherche avait préalablement été accepté par le
Comité d’éthique de I"utilisation des animaux (CEUA) de I’Université de Montréal (15Rech1760) et était

enaccord avecle Conseil canadien de protection des animaux (CCPA).

6.1.1 Résumé des procédures
Les procédures d’échantillonnage pour les lavages nasaux, oraux et bronchoalvéolaires sont décrites dans

I’article initial (11) etdans|’article sur N. semolina (voir Chapitre 5).

6.1.2 Extraction d’ADN
L'extraction d’ADN a été réalisée sur des échantillons provenant de chevaux (lavages oraux, nasaux,

trachéaux ou bronchoalvéolaires) ou de bactéries en culture pure pour |’optimisation des amorces. Pour
les échantillons équins, la procédure d’extraction résumée est présentéedans|’article (11) et le protocole

d’extraction complet est présenté en Annexe A. Pour certains échantillons de la bio-banque de tissus


http://www.ertb.ca/media/html/en_biobank.html

respiratoires équins et pour certains lavagestrachéaux de chevauxprésentés au CHUV pour consultations
respiratoires, parfois moins de 5mL(quantité idéaleafin d’uniformiser lesextractions) étaient disponibles
pour extraction. Le cas échéant, la quantité maximale de matériel disponible était extraite. Toutes les
quantifications au gPCR sont rapportées en copies par millilitre extrait (copies/mL), corrigeant ainsi pour

la quantité initialede matérieldisponible.

Le protocole en Annexe B résume les étapes d’extraction d’ADN de bactéries a Gram négatif en culture
pure, ADN utilisé ensuite afin de tester la spécificité des amorces. Les bactéries sur géloses étaient
fournies parle CDEVQ. Les bactériesextraitessont énumérées dans le Tableau 8 et correspondaient a des
Pasteurellaceae, d’autres bactéries a Gram négatif et une bactérie a Gram positif fréquemment retrouvée
dans des échantillons respiratoires de chevaux (extraite préalablement avec un protocole légerement

différent).

Tableau 6. Bactéries utilisées pour vérifier la spécificité des amorces.

Type de bactérie Genre etespéce

Actinobacillus equuli
Actinobacillus lignieresii
Actinobacillus pleuropneumoniae
Actinobacillus suis
Pasteurellaceae Haemophilus influenzae
Mannheimia haemolytica
Nicoletella semolina

[Pasteurella] caballi

Pasteurella multocida

Escherichia coli

Autres Gram négatif Klebsiella pneumoniae
Prevotella bivia

Gram positif Streptococcus equisubsp. zooepidemicus

6.2 Supplément sur N. semolina
En ce qui concerne N. semolina, en plus des trois phasesincluses dans I’article « Nicoletella semolina in

the airways of healthy horses and horses with severe asthma » inclus dans ce mémoire (voir Chapitre 5),
deslavagestrachéauxprovenantdecas cliniques ont été analysésafin d’évaluer la présence de la bactérie.
Ilsont été analysés plus tardivement et n’ont pas été inclus dans I’article. Ces chevaux étaient présentés
pour consultation respiratoire (raisons de présentation : toux chronique, intolérance al’exercice, etc.)au
Centre hospitalier universitaire vétérinaire (CHUV) équin de la Faculté de Médecine Vétérinaire de

I’Université de Montréal entre 2019 et 2020. Suite a I’addition de Nicoletella semolina dans la banque de
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données du MALDI-TOF MS du laboratoire de bactériologie du Complexe de diagnostic et
d’épidémiosurveillance vétérinaires du Québec(CDEVQ) grace a nos travaux, le nombre de cas identifiés
a fortement augmenté et les dossiers des chevaux positifs a la culture et identifiés au MALDI-TOF entre
2019 et 2021 ont également été analysés. Les échantillons positifs provenaient de lavages trachéaux ou

de poches gutturales.

6.3 Amorces gPCR Pasteurellaceae synthétisées et testées
Les Pasteurellaceae H. influenzae, P. multocida, [P.] caballi, N. semolina, A. suis, A. equuli, A. lignieresii et

A. pleuropneumoniae ont été choisis étant donné leur association avec le microbiote (normal ou
pathologique) oral ou respiratoire des chevaux ou des animaux de la ferme, ou avec I’asthme chez les
humainsdans le cas de H. influenzae. Des amorces visant la détection de ces microorganismes ontdonc
étérecherchéesdans|a littérature ou synthétisées et testées. Les étapes de la synthése d’amorces sont
présentéesdans|’Annexe C. Compte tenude laforte similarité géniqueentre A. suis et A. equuliet entre
A. lignieresii et A. pleuropneumoniae pour les génes disponibles dans la banque de données NCBI

Nucleotide (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/), les amorces visaient la détection des deux

bactéries en combinaison, ou de Actinobacillus spp. Quelques paires d’amorces générales pouvant
détecter tous les Pasteurellaceae ont aussi été créées. Une fois les amorces sélectionnées, elles étaient

synthétisées (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, IL, United States) et testées in vitro.

6.4 Réaction de polymérase en chaine quantitative (qPCR)
L'appareil Rotor-Gene 3000 (Corbett Research, Mortlake, Australia) avec la technologie SYBR Green

(QuantiTect SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Toronto, ON, Canada)) ont été employés. Chaque réaction PCR
comprenait 10 pL de SYBR Green, 0,5 uM d’amorces sens (F) et anti-sens (R), 2 uL d’ADN et de I’eau de
grade moléculaire pouruntotalde 20 uL par échantillon.La dénaturation initiale avait lieu sur une période
de 15 minutes a95 °C. Par la suite s’enchainait de 35 a 40 cycles répétantlestrois étapesclésduPCR : la
dénaturation (15secondes a94 °C), I’hybridation (30secondesa une températurevariant selon|’amorce)
et I’élongation (30 secondes a 72 °C), le tout se terminant par une courbe de dénaturation thermique
(melting curve) passantde 72 °C a 95 °C pour estimerlalongueuretdoncindirectementlaspécificité des
fragments amplifiés. Pourtoutesles amorces testées, ces conditions qPCR demeuraient les mémes; seule
la température pour |’étape d’hybridation dépendait de |a paire d’amorces. Plus cette température est
élevée, plusla spécificité augmente. Par contre, il a fallu viser destempératures adaptées aux amorces,

c’estdonc pourquoi plusieurs températures différentes étaient testées.
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6.4 Analyses statistiques non détaillées dans I'article
Les analyses statistiques étaient réalisées avecles logiciels statistiques SAS v9.4 (Cary, N.C., Etats-Unis) et

GraphPad Prism v8.3.0(San Diego, CA, Etats-Unis). Ladistribution des données a été évaluée avecles tests
Shapiro-Wilk et Kolmogorov Smirnov ou par I’évaluation visuelle du diagramme quantile-quantile surles

résidus. Lesvaleursde pinférieuresa,05 étaient considérées comme statistiquement significatives.

6.4.1 Bactéries pour lesquelles des amorces ont été optimisées
Les analyses statistiques réalisées pour le projet N. semolina sont présentées dans |’article (Chapitre 5).

Etant donné I’absence de données normalement distribuées, des tests non paramétriques ont été choisis
afin d’évaluer les effets du statut de santé et de I’environnement sur les charges bactériennes. Un
Wilcoxon matched-pairs signed rank test était réalisé pour comparerles deux environnements (paturage
etfoin) pourchaque groupe, et un test de Mann-Whitney(équivalent au Wilcoxon rank sum test fait pour
N. semolina) était réalisé pour comparer les deux groupes (contrbles et asthmatiques) dans chaque
environnement. Lorsqu’aucune différence n’était obtenue entre les groupes, ces derniers étaient

regroupés et un Wilcoxon matched-pairs signed rank test était répété.

Les corrélations entre les charges bactériennes des différentes régions anatomiques et la neutrophilie
pulmonaire au lavage bronchoalvéolaire (en pourcentage) et la résistance pulmonaire (R5/R10) étaient

évaluéesal’aide d’'unecorrélation non paramétrique de Spearman.

6.4.2 Lavages trachéaux de cas cliniques
Des statistiques descriptives ont été choisies pour résumer les données cliniques et les résultats de

procédures des chevaux positifs a N. semolina (identification par séquencage, MALDI-TOF ou gPCR). Afin
de comparer les chevaux N. semolina-positifs aux chevaux N. semolina-négatifs dans leur lavage trachéal
(identification par qPCR), des tests exacts de Fisher ont été réalisés pour les données suivantes : toux,
jetage nasal, intolérance a I'exercice, sécrétions trachéales, inflammation trachéale suppurative et

diagnosticd’asthme.
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Chapitre 7 — Résultats supplémentaires (non décrits dans |"article)
Les résultats présentés dans ce chapitre sont a part de ceux présentés dans I’article sur N. semolina

(Chapitre 5). Il sera question des amorces créées et optimisées ainsi que leurs résultats, et quelques

résultats complémentaires pour N. semolina seront également présentés.

7.1 Amorces gPCR

Des amorces fonctionnelles ainsi qu’une courbe standard ont été obtenues pour les Pasteurellaceae H.
influenzae, N. semolina, [P.] caballiet P. multocida. Lafigure ci-dessous montreI’évolution des différentes

amorces synthétisées au cours de ce projet.

Design amorces

\

Bioinformatique

N\

Trouver conditions PCR optimales et
vérifier spécificité (contrdle + et -)

N\

Purification produit PCR

N\

Séquencage

N\

Courbe standard

Quantification dans les échantillons [ '

Am orce Générale Actinobacillus
potentielle

quuli

A suisl €
A. lignieresii/pleuropneumoniae

Générale Pasteurellacege

Echantillons analysés N. semolina

. / hfﬂlen 206

Figure 12. Evolution des amorces synthétisée pour le projet actuel.

PCR : Réaction de polymérase en chaine.
Au final, seules quatre paires d'amorces sur les huit bactéries, combinaisons de bactéries ou familles
cibléesont pu étre utilisées pourla quantification sur des échantillons, soit des amorces pourla détection
de H. influenzae, N. semolina, [P.] caballiet P. multocida. Les résultats sont décrits dans|’articlejointace

mémoire pour N. semolina (Chapitre 5) et dans les sections suivantes pourles autres bactéries.

Lesautresamorces ont montré peude succes, le plussouvent dii a une spécificité trop faible, et ont donc

été mises de coté. Ainsi, il n’a pas été possible de synthétiser des amorces suffisamment spécifiques



pourla détection d’Actinobacillus suis, d’A. equuli, d’A. lignieresii et d’A. pleuropneumoniae,
individuellement ou en combinaisons double ou multiple (amorce générale Actinobacillus). Toutefois, la
paire d’amorces Actinobacillus générale pourrait permettre de déterminer si un échantillon comprend ou
non des Actinobacillus, au mieux menant a une quantification semi-quantitative, mais il serait difficile
d’arriver a une quantification précise a cause des différentes espéces du genre. Une amorce générale
Pasteurellaceae a été synthétisées, mais n’a pas non plus pu étre optimisée d{ a une spécificité trop faible
(détectaitd’autres bactéries a Gram négatif). Le tableau 10 résume les tentatives de création d’amorces

spécifiques.
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Tableau 7. Amorces Pasteurellaceae synthétisées et testées.

Nomdel’amorce | Géne Séquences amorces sens et anti-sens Température | Taillede Commentaire Référence
visé d’hybridation* | I’amplicon
A. lignieresii/ F 5 GGTAACGGGAAGGGAGCTT 3 . Peuspécifique, Geneious
pleuropneumoniae ARNr 165 R5 CCCGAAAGTCCCACCCTT? 7 ¢ 157 pb détecte A. equuli v.2019.2.1
. ) F 5 GCGCTGTTTGGTTATCGCCG 3’ . Peuspécifique Geneious
A. suis/equuli bt R S CGGTAAGAAACGCAACTAAAGC 3 >3 ¢ 112 pb v.2019.2.1
F5 GTTCGTACCTGTATCAGCGAA 3’ Peuspécifique, Geneious
A. suis/equuli2 infB | R5’ CAAGATAAGATTCGATTACGACA 3’ 53°C 137 pb | détecte A. v.2019.2.1
pleuropneumoniae ' -

F 5 TTGCGGTAAACAAAATTGATAAACC3’ Peuspécifique au-

L. R5 ATACCTAAACCTTTTITTCGCTGA 3’ dessusde 28 .
Générale . . - . Geneious
Actinobacillus infB 3¢ 139 pb cyclgs ’ poulrralt' v.2019.2.1

servirpourdétection
sans quantification
F 5 AATGCGTGATGCTGGTTATGAC 3 Amorces spécifiques,
H. influenzae siaT RS 55°C 138 pb courbe standard (209)
AAGAGTTTTGCGATAGATTCATTGG 3’ disponible
N. semolina 1 infB F 5 GTGCCAGTCTCAGCTAAAC 3 52 °C 104 pb Peuspécifique au- Geneious
R 5 GCCATACCTTGCTTAACGG 3’ dessusde 30 cycles v.2019.2.1
F 5" CAGCGATTGGTCGATTTGGCTCT 3 Amorces spécifiques, Geneious
N.semolina 2 sodA | RS GGATAACCAGACACACCTGCAA 3 59°C 130 pb | courbe standard v.2019.2.1
disponible ' -
[P.1caballi Primer F 5 ACGGGTGAGTAATGCTTGGG 3’ . Analyse NCBI Primer
set-2 ARNT 165 o e GAGATCGTCGGCTTGGTAGG 3 6 °C 178Pb | 5 ASTnonspécifique | (159)
F 5 GGTGGTGAGGAAGGTGGTTGTT 3’ Amplification trop Geneious
[P.]caballi 1 ARNr16S | R5 CTTAATCAACCGCCTGCGTGCC 3’ 57°C 157 pb | tardive, spécificité v.2019.2.1
non évaluée ' -
F 5" CGAACTTAGATGAAAACTTACG 3’ Amorces spécifiques, Geneious
[P.]caballi 2 rpoB R5 CAGGACGATATAAACCAGAC 3’ 51°C 84 pb courbe standard
. . v.2019.2.1
disponible
. F 5 GGGCTTGTCGGTAGTCTIT 3’ . Peuspécifique et
P. multocida KM R S CGGCAAATAACAATAAGCTGAGTA 3 3¢ 148 pb | mplificationtardive | (210
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F 5 CCATTGAGGCGATCCAACAT3

Amorces spécifiques,

P. multocida 2 infB. [ RS GTAACAATTCGGTCTCAACACGCT3’ 57°C 111 pb | courbe standard f‘;g%"z“i
disponible ' -
Générale ARNT 165 F 5" GCAGCCCCTTGGGAATGTAC 3 58 °C 154 pb Peuspécifique au- Geneious
Pasteurellaceae 1 R5 CCAGGCGGTCGATTTATCACG 3 dessusde 25 cycles v.2019.2.1
Générale ARNT 165 F5'GTAC'ITI'AGGGAGGGGTAGAAT 3 : 55 °C 106 pb Peuspécifique au- Geneious
Pasteurellaceae 2 R5 CATGAGCGTCAGTACATTCCCAA3 dessus de 28 cycles v.2019.2.1
Ané R5 CGGGTTGTAAAGTTCTTTCGGT 3 P & cifi - i
Générale ARNT 165 : ’ 57°c 157 pb euspécifique au Geneious
Pasteurellaceae 3 R5 GCCCTTTACGCCCAGTTATTC 3 dessus de 25 cycles v.2019.2.1

ARNr 16S : gene codant I'acide ribonucléique ribosomique 16S, dsbE : géne codant pour la protéine d’échange thiol:disulfide, infB: géne codant
pourle facteur d’initiation de la transcription IF2, KMT1 : geneimpliqué dans la capsule de P. multocida, pb : paires de bases, rpoB : géne codant
pourla sous-unité fSde 'ARN polymérase, siaT : géne codant pourl'enzyme ssiatyltransferase, sodA: géne codant pourla superoxide dismutase. *
Latempérature d’hybridation affichée correspond a la derniére tentative essayée (sila paire d’amorces a été rejetée), ou a la température optimisée
(sila paire répondait a tous les criteres). ** Les cycles obtenus dépendentde la quantité initiale de matériel génétique utilisée, et I'identification
des cycles ici sert plutét a donner un ordre de grandeur a la spécificité et a comparer les différentes amorces entre elles.
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7.2 [Pasteurella] caballi
Un article datantde 2016 propose deux paires d’amorces pourla détectionde [P.] caballi, visant le gene

ARNTr 16S, dans des échantillons respiratoires de chevaux (188). Les auteurs ont testé les amorces avec
sept autres bactéries (contrbles négatifs) dont deux Pasteurellaceae, et une des deux paires d’amorces
semblait spécifique.Etant donnélaforte spécificité nécessaire pour ce projet, | es séquencesde cette paire
d’amorces spécifique ont tout de méme été évaluées dans NCBI Primer BLAST afin de vérifier leur
spécificité théorique avant de tester lesamorces in vitro. Nos résultats d’analyse BLAST montraient que
cesamorces ne détectaient pas seulement [P.] caballi(peu spécifiques) et ont donc été misesde coté. Les
auteurs de I'article ont été contactés sans succés. Des amorces ont été synthétisées a I’aide du logidiel
Geneious Primeetladeuxiemepaire ([P.] caballi2) a été optimisée et une courbe standard a été faite afin

de quantifier [P.] caballidans les échantillons du projet Asthme équin vs Chevaux sains.

L'amplification qPCR des échantillons arévélé la présence de [P.] caballiuniqguement dans la cavité orale
des chevaux sains et atteints d’asthme sévére, la bactérie étant absente dans la cavité nasale et les
poumons (Figure 13). Des 12 chevaux échantillonnés, 11 étaient positifs pour [P.] caballia au moins un
des deux échantillonnages, avecun total de 83% de chevaux positifs indépendamment du statut de santé
dans chaque environnement. Les analyses statistiques ne montraient aucune différence significative entre
les chevaux sains et les asthmatiques pour chaque environnement (paturagep =,17, foin p=,07), et entre
le paturage etle foin pour chacun des deux groupes (contrélesp =,06, asthmatiquesp =,56). Puisqu’il ny
avait aucune différence entre les groupes, les chevaux ont été regroupés, toujours n’obtenant aucune
différence significative dans la charge orale entre le paturage et le foin (p =,21). Il n’y avait pas de
corrélation entre la charge orale de [P.] caballi et le pourcentage de neutrophiles au LBA et |a fonction

pulmonaire (ratio R5/R10), et ce, sur paturage et sur foin (p >,18).
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Figure 13. [Pasteurella] caballi dans les voies respiratoires de chevaux.

Chargesorales (A), nasales (B) et pulmonaires (C)de [P.] caballien copies par mL extrait de chevaux
sains (n = 6) et atteints d’asthme sévére (n = 6) gardés au pdturage (cercles ouverts) et a 'intérieur
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en étant nourridu foin de pauvre qualité (cercles fermés). Il n’y a aucune différence significative
entre les groupes (Mann-Whitney; p 2,07) ni entre les environnements (Wilcoxon’s matched-pairs
signed ranktest; p >,06). La barre représente la moyenne.

7.3 Pasteurella multocida
La quantificationpar gPCR de P. multocida dans les échantillons oraux, nasaux et pulmonairesde chevaux

arévélé unecharge nulle (Figure 14). Puisque ces résultatsétaient inattendus(voir section 8.3), la capacité
des amorces a détecter plusieurs souches de la méme bactérie visée a été testée en les utilisant avec
quatre autres souches de P. multocida (porcin, canin, bovin et lapin). Les amorces ont permis

I’amplification de toutesles souches.
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Figure 14. Pasteurella multocida dans les voies respiratoires de chevaux.

Charges orales (A), nasales (B) et pulmonaires (C) de P. multocida en copies par mL extrait de
chevaux sains (n = 6) et atteints d’asthme sévére (n = 6) gardés au paturage (cercles ouverts) et a
Iintérieur en étantnourri du foin de pauvre qualité (cercles fermés).

7.4 Haemophilus influenzae
Comme attendu, la quantification par qPCR de H. influenzae dans les échantillons oraux, nasaux et

pulmonaires de chevaux amontré que cette bactérie estabsentedanslesvoies respiratoires deschevaux

du projet Asthme équin vs Chevauxsains (charge nulle) (Figure 15).
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Figure 15. Haemophilus influenzae dans les voies respiratoires de chevaux.
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Charges orales (A), nasales (B) et pulmonaires (C) de H. influenzae en copies par mL extrait de
chevaux sains (n = 6) et atteints d’asthme sévere (n = 6) gardés au pdturage (cercles ouverts) et a
Iintérieur en étant nourridu foin de pauvre qualité (cercles fermés).

7.5 Nicoletella semolina
Des amorces ont pu étre synthétisées et optimisées. Les résultats de quantification de Nicoletella

semolina dans les voies respiratoires supérieures et inférieures de chevaux sains ou atteints d’asthme
sévere sont présentés dans l'article joint a ce mémoire (voir Chapitre 5). Quelques informations

supplémentaires a cetarticle sontfournies dansles sections ci-dessous.

7.5.1 N. semolina identifié par culture et MALDI-TOF
La premiere souche bactérienne confirmée comme correspondanta du N. semolina au Centre Hospitalier

Universitaire Vétérinaire de I’Université de Montréal (CHUV) ainitialement été identifiée comme étant
un Pasteurellaceae. Le séquencage de I’ARNr 16s entier de I’ADN extrait de la culture pure de cette
bactérie a montré au-dessus de 99 % d’homologie avec |la souche type de N. semolina (voir Chapitre 5).
Lesautres souchesde N. semolina ont ensuite été identifiées par culture suivie du MALDI-TOF, une fois la
banque de données annotée. La Figure 16 montre un exemple de résultat de bactériologie d’un cheval
positif a N. semolina. La banque de données du CDEVQ a été consultée et, au total, dix chevaux se sont
avérés positifspour N. semolina par culture entre juin 2019 et avril 2021. La bactérie a été identifiée dans
neuf lavagestrachéauxetdeux lavagesde pochesgutturales,un cheval étant positif dans ces deux régions
anatomiques. Les résultats reliés al’identification de labactérie et le diagnosticdes chevauxest présenté

dans laprésente section. De plus amples renseignements sont fournis dans|’ Annexe D.

Les résultats de culture ont montré que N. semolina a cr(i en culture mixte dans 91 % des cas (10/11
échantillons).Dans six de ces cas, N. semolina acri en plus forte quantité quelesautres bactéries, et dans
les quatre autres, il était présent en quantité similaire aux autres bactéries. Les autres bactéries
comprenaient Rhodococcus equi, Actinobacillus spp., Actinobacillus equuli, Actinobacillus rossii,
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus, Streptococcus alpha-hémolytique, Klebsiella pneumoniae et
d’autres bactéries du microbiote normal. Le seul échantillon a partir duquel N. semolina a cr(i en culture
pure provient d’un lavage de poche gutturale. Lorsqu’un antibiogramme a pu étre réalisé, N. semolina
était sensible a tous les antibiotiques testés (amikacine, ampicilline, ceftiofur, chloramphénicol,

enrofloxacine, érythromycine, gentamicine, pénicilline, rifampin, tétracycline et triméthoprime/sulfa).

Des six chevaux sur lesquels un lavage bronchoalvéolaire a été réalisé, cing avaient une inflammation

compatible avecde I’asthme et deux présentaient également des évidences d’hémorragies pulmonaires
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antérieures (hémorragies pulmonaires induites a I’exercice; EIPH). Le Tableau 11 montre les diagnostics

provisoires ou définitifs des dix chevauxpositifsa N. semolina a la culture.

TRIAL REPORT

Faculté de médecine vétérinaire

- R Université de Mentréal

% 3200 Sicotte, Saint-Hyacinthe (Québec) J2S 2M2
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Source Lavage trachéal
Site Inconnu :

Requested Analysis Antibiogramme
Bactériologie de routine

Direct Exam GRAM + + Batonnets Gram négatif

Identification
Bactériologie de routine

Streptococcus equi ssp. 500 Colonies par mL (W]
zooepidimicus - (Group C)

Streptococcus alpha-hémolytique 500 Colonies par mL 2)

Nicoletella semolina 7 200 Colonies par mL (3)
Figure 16. Exemple de résultat de culture pourun cheval positif a N. semolina au MALDI-TOF.

L’identification des bactéries a été faite par culture suivi du MALDI-TOF. A noter qu’ici la plus forte
croissancede N. semolina et la visualisation de bactéries a Gram négatif au frottis suggére que N.
semolina est prédominant chez ce chevala ce stade de la maladie.

7.5.2 N. semolina chez des chevaux présentés pour consultation respiratoire
En parallele des cas soumis au CDEVQ, notre laboratoire arécolté 16 lavages trachéaux obtenus au cours

de consultations respiratoires au CHUV entre octobre 2019 et décembre 2020 afin de rechercher N.
semolina par gPCR. Tous ces lavages trachéaux avaient aussi été soumis pour culture au CDEVQ. Les
raisons de présentations incluaient les problemes suivants : toux, jetage nasal etintolérance al’exercice,
et le diagnostic clinique final était le plus souvent I’asthme équin (dix cas) ou une autre affection
respiratoire (cingcas). N. semolina a été identifié dans cing de ces 16 lavages trachéaux, soit 2,5fois plus

souvent que parculture surces mémes échantillons. Lasection présente se concentrera, dans un premier
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temps, sur I’analyse des cing chevaux positifsa N. semolina au gPCR et, dans un deuxiéme temps, surla
comparaison des chevaux N. semolina-positifs et N. semolina-négatifs. De plus amples renseignements

sontfournisdans!|’AnnexeD.

Pourles deux cas positifs enculture et par gPCR, un cas était fortement positif pour N. semolina enculture
(>10 000 colonies/ml) et par gPCR (environ 700 000 copies/ml) (cheval 9) et I'autre cas était faiblement
positif en culture (aprés centrifugation seulement) et au gPCR (260 copies/ml) (cheval 10). Pourles trois
échantillons seulement positifs au qPCR, d’autres bactéries étaient présentes en forte quantité (> 10 000
colonies/ml)en culture ou aucune bactérie n’avait pu étre identifiée di a une croissance polybactérienne

dans I’échantillon.

Lorsqu’on compare la présentation clinique ou les trouvailles d’examen spécifique respiratoire des
chevaux N. semolina-positifs via gPCR (n =5) aux chevaux N. semolina-négatifs (n =11), aucune différence
significative n’était obtenue en ce qui concerne la toux, le jetage nasal, I'intolérance a I’exercice, la
présence de sécrétions trachéales, d’inflammation suppurative trachéale et un diagnostic d’asthme
(Fisher’s exact test; p = ,28). Ainsi, on peut en déduire que la présentation clinique ne permet pas de
prédire la présence de N. semolina chez un cheval présenté pour consultation respiratoire. Les analyses

sevoientlimitées parl’absence de controles sains.
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Tableau 8. Chevaux positifs a N. semolina au CHUV (identification par culture et MALDI-TOF ou séquen¢age ou PCR quantitatif).

Cheval | Age | Echantillon | Identification | Croissance | Croissance Résultats qPCR | Diagnostic(s)
(ans) MALDI-TOF concomitante | (copies/mL)

1 0,1 LT Oui Importante | Faible NE PneumonieaN. semolina et R. equi (cas
index au CHUV, identification confirmée par
séquencage)

2 4,0 LT Oui Modérée Faible NE Asthme mastocytaire et EIPH

3 1,5 LT etPG Oui Faiblea Faiblea NE Infection voies respiratoires supérieures

modérée modérée

4 0,5 PG Oui Faible Aucune NE Foyerinflammatoire respiratoire

5 4,0 LT Oui Faiblea Faiblea NE Asthme mastocytaire, hémiplégielaryngée

modérée modérée gauche et EIPH

6 2,0 LT Oui Modéréea | Faiblea NE Pneumonie, processus inflammatoire

importante | modérée respiratoire mixte (suspicion bactérien et
parasitaire)

7 0,7 LT Oui Importante | Faible NE PneumonieaN. semolina

8 17 LT Oui Faible Faible a NE Asthme sévere

modérée

9 1,5 LT Oui Importante | Importante 6,94 x 10° Asthme neutrophilique modéré et suspicion
infection voies respiratoires supérieures

10 6,0 LT Oui Faible Faible 2,60 x 107 Asthme neutrophilique modéré

11 10 LT Non Aucune Importante 8,82 x 10° EIPH, DDIVP, collapse pharyngé,
surcroissance bactérienne pulmonaire,
hypomotilité cesophagienne

12 1,5 LT Non Aucune Importante 9,86 x 10° Folliculite pharyngée sévere et bronchite
(post-viraleou asthme)

13 13,5 | LT Non Aucune Importante 2,84 x 10° Surcroissance bactérienne trachéale

Age, type d'échantillon, résultats de culture, quantification PCR et diagnostics des 13 chevaux positifs a N. semolina (identification par culture et
MALDI-TOF ou séquencage et/ou qPCR) entre juin 2019 et avril 2021. CHUV : Centre Hospitalier Universitaire Vétérinaire de I"Université de
Montréal, DDIVP : déplacement dorsal intermittent du voile du palais, EIPH : hémorragies pulmonaires induites a I'exercice (exercise-induced
pulmonary hemorrage), LT: lavage trachéal, MALDI-TOF : Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight, NE : non évalué, PG : poches
gutturales, gPCR : Réaction de polymérase en chaine quantitative.
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7.5.3 Suppléments pour I"article sur N. semolina

7.5.3.1 Comparaison des charges orales et nasales entre le pdturage et I’écurie sur foin (phasel)
La Figure 17 illustre la différence des charges nasales ou orales de N. semolina chez les chevaux étant

gardés au paturage (faible exposition antigénique) ou al’intérieur en mangeant du foin de pauvre qualité
(haute exposition antigénique). Puisqu’aucune différence n’était notée entre les chevaux sains et les
chevaux atteints d’asthme sévere, ils ont été jumelés. Les chevaux présentaient une plus forte charge

nasale de N. semolina a I'intérieur avecdu foin par rapport au paturage (p = ,008).

108+ p = 0.008
O Pasture
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Figure 17. Comparaison entrela charge de N. semolina au pdturage et dans I'écurie sur foin dans
le nezet dans la bouche.

Charges orales et nasales de N. semolina en copies par mL extrait de chevaux sains ou atteints
d’asthmesévére (n=12) gardés au pdturage (cercles ouverts) et a l'intérieur en étant nourridu foin
depauvre qualité (cercles fermés). Ily a significativement plus de N. semolina dans le nez de chevaux
gardés surfoin parrapportau pdturage (Wilcoxon’s matched-pairs signed rank test; p =,008).

7.5.3.2 Evaluation du statut de porteur de N. semolina dans le temps (phaselll)
Le cas index de N. semolina du CHUV a été échantillonné atrois reprises :la premiére fois lorsqu’atteint

de pneumonie a un mois et demi d’age (lavage trachéal), la deuxi@me fois trois mois plus tard lors d’'un
suivi (lavage nasal) et latroisiéme fois un an plus tard dans le cadre de la phase Il du projet (lavage nasal).
Le cheval est demeuré positif lors des trois prélevements. La mere du poulain a également été
échantillonnée (lavages nasaux) lors du deuxieéme et troisieme prélévement du cas index, et elle s’est
avérée positive seulement lors de son premier échantillonnage. Au deuxiéme prélévement, le poulain
présentait une plus grande charge nasale que la jument. La Figure 18illustre le statut de porteur du cas

indexetdelajumentlorsdes prélévements.
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Figure 18. Evaluation binaire du statut de porteur lors de deux a trois prélévements & plus d’un an
d’intervalle du casindex de N. semolina et de la mere du cheval.

La région anatomique encerclée illustre le lieu de prélevement (lavage trachéal ou nasal) et le
symbole + ou — représente le statut de porteur du cheval. L’dge indiqué est celui du cas index au

momentdes prélevements.
Tous les chevaux échantillonnés dans le cadre de la phase lll (n = 10) étaientjugés comme sains basé sur
I’'anamnése et un examen physique sommaire. Un cheval avait un historique d’hémorragie pulmonaire
induite a I'exercice, un autre, de jetage nasal dans les mois précédents et un dernier, d’'une plaie

superficielle au niveau dujarret. Les résultats sont présentés dans|’article.
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Chapitre 8 — Discussion
Malgré plusieurs écueils dans le développement des amorces pour les Pasteurellaceae d'intérét dans

I'asthme équin, il a été possible de développerdes qPCRfonctionnels pour [P.] caballi, P. multocida et N.
semolina, et de reproduire, a partir d'amorces publiées, un gPCR pour H. influenzae. L'impossibilité de
développerdesamorces spécifiques pourles différents Actinobacillus et le temps passé a synthétiser et
optimiserles nombreuses amorces potentielles ontlimitéau final les analyses qui auraient pu étre faites

sur de plus grands échantillons de chevaux.

N. semolina a été identifié dans 0 a 66 % des échantillons oraux, nasaux et pulmonaires, dépendamment
de I’environnement, et étaitretrouvé en plus forte quantité dans le nez de chevaux gardés al’intérieur et
nourrisavecdu foin parrapport au paturage. Le statut de santé n’influencait pas la charge de |la bactérie.
Dansles phaseslletlll, N. semolina a été identifié dans 90a 100 % des échantillons nasaux. Cette derniére
bactérie aaussi été identifiée dans sixlavages bronchoalvéolaires de cing chevaux différentsdans la phase
I, surtoutlors de larémission d’asthme. [P.] caballia été identifié dans la cavité orale de 83 % des chevaux,
indépendamment du statut de santé et de I’environnement. [P.] caballin’a pas été identifié dans la cavité

nasale ni dansles poumons. P. multocida et H. influenzae n’ont pas été détectés.

Aucun Pasteurellaceae spécifique ici testé ne s’est avéré étre associé a I’asthme équin dans notre petit
échantillon de chevaux sains et atteints d’asthme séveére. Il n’est toutefois pas possible de se positionner
quant au rble de tous les Pasteurellaceae réunis puisqu’une amorce générale pour tous les
Pasteurellaceae n’a pas pu étre synthétisée. De plus amples informations sur la bactérie N. semolina
nouvellement décrite ont cependant été obtenues et montrent une bactérie probablement plus

fréquente gu’initialement décrite.

8.1 Abondance relative des Pasteurellaceae et taxa reliés
L'obtention de résultats de PCR discordants des résultats de séquencage de haut débit (next generation

sequencing) publiés parFillion et al. (11) sur les mé&mes échantillons nous amené a analyserde nouveau,
en rétrospective, les données d’abondances relatives pour les taxa associés a la famille Pasteurellaceae,
enincluant aussi une troisieme exposition environnementale intermédiaire aux deuxautres mentionnées
plus haut (section 6.1). Les trois phases correspondaient au paturage sur herbe (faible exposition
antigénique), al’écurie avec foin de qualité (moyenne exposition antigénique) et a I’écurie avec foin de
pauvre qualité (haute exposition antigénique). Cette troisi€me exposition environnementale n’était pas

incluse dans la portion de quantification par PCR du projet pour une question de temps, de logistique et



de budget. Dans I’étude de Fillion et al., le séquencage de la région V4 de I’ARN ribosomal 16S de ces
échantillons avait permis I’obtention de valeurs d’abondance relative du microbiote bactérien dans trois
régions anatomiques (nez, bouche, poumons). Les analyses additionnelles faites dans le cadre de ce
mémoire étaient concentrées sur le phylum des Protéobactéries, la classe des Gammaprotéobactéries
ainsi que la famille Pasteurellaceae. L'ordre des Pasteurellales, comprenant seulement la famille

Pasteurellaceae, n’a pas été inclus dans les analyses.

Les analyses complétes des abondances relatives des trois taxa dans les trois régions anatomiques sont
présentéesdans|’Annexe E. Le tableau ci-dessous résume les différences significatives obtenues et sera
utile pour la compréhension des prochaines sections. L'abondance relative des Pasteurellaceae était

seulementinfluencée parl’environnementauniveau de lacavité nasale.

Tableau 9. Résumé des différences significatives concernant les abondances relatives des
Pasteurellaceae.

Région anatomique

Nez Bouche Poumons
OTU prédominante 0OTU0001 OTU0002 Aucune
(P. multocida*®) (Actinobacillus spp.)
Abondance relative des Paturage > Beau foin
Protéobactéries i P4turage > Mauvais foin i

Abondance relative des

Gammaprotéobactéries

Abondance relative des

Pasteurellaceae
Résumé des données d’abondances relatives significativement différentes (p < ,05) entre les trois
environnements et OTU prédominante dans le nez, la bouche et les poumons. Les chevaux sains (n = 6) et
atteints d’asthme sévere (n = 6) sont regroupés pour les analyses (aucune différence significative entre les
groupes). L’ldentification entre parenthéses des OTUs correspond aux résultats d’analyses BLAST des
séquences. OTU = operational taxonomic unit, Paturage : faible niveau d’exposition antigénique, Beau
foin : écurie avec foin de qualité (niveau intermédiaire d’exposition antigénique), Mauvais foin : écurie avec
foin de pauvre qualité (haute exposition antigénique), - : aucune différence significative. * : L’OTU0001
pourraiten fait correspondre a plusieurs Pasteurellaceae, voir sections 8.3 et 8.5.

- Paturage > Mauvaisfoin -

Mauvais foin> Paturage - -

8.2 [Pasteurella] caballi
[P.] caballi a uniguement été retrouvé dans la cavité orale, et ce, chez la majorité des chevaux

échantillonnés. Ces résultats sont en accord avecla description d’infections de plaies de morsure par des
chevaux apparemmentsainsavecdu [P.] caballi (167, 187). [P.] caballi est majoritairement retrouvé par
culture danslesvoiesrespiratoires supérieures etinférieures de chevauxatteintsde maladie respiratoire
(164, 177, 183, 185, 186). Toutefois, dans notre petit échantillon de 12 chevaux sains et atteints d’asthme

sévere, la bactérie n’est pas retrouvée dans les cavités nasales ni les poumons. Les auteurs du premier

102



article décrivant la bactérie ont posé I’'hypothése que celle-ci fait partie du microbiote des voies
respiratoires des chevauxcomme la plupart des Pasteurellaceae, sans toutefoisen démontrer la présence
chez les chevaux sains (183). Il est ainsi difficile de se positionner quant au role de [P.] caballi dans les
voiesrespiratoires étantdonné que peu d’études ont évalué sa présence chez des chevaux sains, mais le
présenttravail suggére que labactérie fait partie du microbiote buccal normal. On peut se questionnera
savoir si certains facteurs prédisposant, par exemple un récent transport ou une altération de |’appareil
mucociliaire, pourraient favoriser une aspiration des [P.] caballi présents normalement dans la cavité
orale et pourrait expliquer pourquoi onretrouve la bactérie plus fréquemment dans | es voies respiratoires

de chevaux malades.

Tout comme pour les autres Pasteurellaceae pour lesquels des amorces ont pu étre synthétisées, les
amorces optimisées pourla détectionde [P.] caballivont faciliter son identification et sa différenciation
des autres Pasteurellaceae dans des étudesfutures. Il serait intéressant d’évaluer sa présence dans des
lavages trachéaux de chevaux sains et dans les poumons en utilisant un plus grand volume de lavage
bronchoalvéolaire comme dans la deuxieme phase du projet sur N. semolina (projet Exacerbation vs

Rémission).

8.3 Pasteurella multocida
Les résultats de qPCR pour Pasteurella multocida étaient inattendus. En effet, la charge de P. multocida

évaluée pargPCR était nulle pourtous les chevaux, et ce, dans chaque région anatomique, alors que les
résultats de Next GenerationSequencing (ARNr 16S, région V4) sur ces mémes échantillons, présenté dans
le tableau9etlaFigure 24en Annexe E) suggerent que P. multocida est I’ operational taxonomic unit (OTU)
la plus abondante (identifiée OTU0001), surtoutau niveau nasal, représentant en moyenne environ 40%

desséquences (11). L'OTUOOO1 était aussi retrouvée au niveau oral et pulmonaire.

La capacité des amorces a détecter différentes souches de P. multocida ainitialement été mise en doute.
Les amorces ont donc été testées avec quatre souches de P. multocida d’espéces différentes (porcin,
canin, bovin et lapin), qui ont toutes été détectées au gPCR avec ces amorces. Aucun P. multocida isolé
d’un échantillon équinn’apu étre testé étantdonné larareté de I'isolement de cette espece bactérienne
chez les chevaux au CDEVQ (Dre J-H Fairbrother, communication personnelle). Ceci a donc soulevé des
questions sur I’identification d’ARNr 16S de P. multocida par Fillion et al. (11). La séquence d’ARNr 16S
ayant été initialement utilisée afind’identifier ’'OTU0001 dans labanque de données de Nucleotide BLAST
(NCBI) a été remise a nouveau dansla banque de données (en date de I’'automne 2019). Les résultats de

BLAST ont montré un haut pourcentage d’homologie (>97 %), suggérant une identification juste de au

103



niveau de I’espece (113), pour P. multocida, mais aussi pour d’autres Pasteurellaceae dont N. semolina.
Ceci pourrait étre di au faitque la région V4 du géne ARNr 16S ne permet pas une différenciation assez
spécifique pour certains Pasteurellaceae. |l est aussi probable que labanquede donnée disponible lors de
I’analyse initiale de laséquence de I’OTU0001 était moins compléte que celle disponible lors de la seconde
analyse en 2019. Il demeure que la majorité des séquences avec plus de 97 % d’homologie
correspondaienta P. multocida, fort probablement a cause de |a fréquence d’isolement et d’analyse plus
élevée de cette bactérie en comparaison aux autres Pasteurellaceae. Ainsi, il est possible que I’OTU0001
corresponde entre autres a P. multocida, mais puisque les résultats de qPCR montrent une charge nulle
de cette bactérie chez tous les chevaux, ’OTU0001 semble en fait représenter un ou plusieurs autres
Pasteurellaceae. || est également possible que les amorces qPCR n’étaient pas suffisamment sensibles
pour détecter P. multocida dans nos échantillons. Toutefois, avec des abondances relatives si hautes,
atteignantune abondance relative moyenne d’environ 40 + 3 % dans la cavité nasale (Figure 24, (11)), il
serait surprenant que la charge bactérienne contenue dans les échantillons soit trop faible pour étre
détectée par les amorces. Il faudrait toutefois tester la sensibilité des amorces sur des dilutions sériées
d’un échantillon contenant une quantité connue de la bactérie avant de confirmer ou infirmer cette

hypothese.

En résumé, nos résultatsde gPCRsuggerent que P. multocida ne fait pas partie du microbiote respiratoire

de chevaux sains ou atteints d’asthme sévere.

8.4 Nicoletella semolina

Des amorces ont pu étre synthétisées et optimisées, permettant!’identification de N. semolina par gPCR

pour lapremiére fois, a notre connaissance, et permettant également de faciliter sa détection.

8.4.1 N. semolina identifié par culture et MALDI-TOF dans des lavages trachéaux et de poches
gutturales
Suite a nos résultatsinitiaux, I’ajout de N. semolina dans la banque de données MALDI-TOF du CDEVQ a

permis d’identifier labactérie dans des échantillons cliniques. A ce jour, la bactérie n’a été identifiée que
chez des chevaux, plus spécifiquement dans les voies respiratoires (lavages trachéaux et de poches
gutturales). Ceci va permettre de mieuxcomprendre |'implication de N. semolina dans les infections dans
le futurmaisle faible nombre de cas positifs, lorsque comparé ala prévalence estimée avecle gPCR (voir

sections 7.5.1, 7.5.2 et 8.4.2), pourrait venir du fait que la culture demeure une étape nécessaire a

I’identification au MALDI-TOF. La croissance de labactérie étant reconnue comme fastidieuse (159), il est

possible que lacombinaison culture et MALDI-TOF ne permette de détecter N. semolina que quand il est
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présenten quantité similaire ou supérieure aux autres bactéries dans un échantillon. On ne peut pas non
plus exclure lapossibilité que la présence de labactérie soit hautement variable d’une écurie al’autre, et
gue la prévalence réelle de labactérie dans une population de chevaux non reliés soit en fait plus faible

que celle observée dans les trois phasesde I’article (voir Chapitre 5).

N. semolina a été isolé d’échantillons cliniques, souvent en culture mixte, de chevaux atteints d’asthme
(n=5) ou présentant une infectiondes voies respiratoiressupérieuresou inférieures(pneumonie) (n =5).
Il est difficile de déterminer I’'implication de N. semolina dans ces pathologies, a savoir s’il est I’agent
primaire causal ou s’il a crli secondairement, toutefois dans six cas d’infection mixte surdix, labactérie a
crQl en quantité plusimportante que les autres bactéries. D’ailleurs, chez deux chevaux, une pneumonie
primaire a N. semolina est suspectée (croissance de N. semolina fortement supérieure aux autres
bactéries), incluantle cas index. Ala lumiére de ces constatations, il est justifié d’ajouter ’infection a N.
semolina dans le diagnostic différentiel d’infections respiratoires inférieures et supérieures chez les

chevaux, et sa potentielle association avecl’asthme équin légeramodéré demeureaélucider.

La plupart des chevaux positifs @ N. semolina en culture étaient de jeune age : neuf avaient six ans ou
moins, et le cheval restant était atteint d’asthme sévere et était agé de 17 ans. Ces résultats sont en
accordance avec lalittérature sur N. semolina etles résultats de laphase Il du projet (voir Chapitre 5). En
effet, lamajorité des chevauxpositifs sont aussi 4gésde moins de 5ans (190, 191), mais pas exclusivement
(192). L'asthme sévére se manifeste plus souvent chez les chevauxde plus de sept ans, et d’ailleurs aucune
association entre lacharge de la bactérie etl’dge des chevaux atteints d’asthme sévere n’a été observée

dans les phasesletll du projet (voir Chapitre 5) (3).

Lorsqu’un antibiogrammeapu étre réalisé, labactérie était sensiblea tous les antibiotiquestestés, ce qui
est positif pourles chevaux nécessitant un tel traitement (seulement un cheval avait regu un traitement
antibiotique avant le prélévement). Considérant que la bactérie fait partie du microbiote respiratoire
normal des voies respiratoires des chevaux (voir Chapitre 5), un traitement antibiotique n’est pas
recommandé chez tous les chevaux s’avérant positifs a la bactérie. Un tel traitement pourrait en fait
contribuer a une dysbiose diminuant la charge de cette bactérie. L'instauration d’un traitement
antimicrobien devrait étre basé sur la présentation clinique du cheval et les trouvailles de |I’examen

physique et des examens complémentaires.
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8.4.2 N. semolina dans des lavages trachéaux de chevaux présentés pour consultation
respiratoire
N. semolina a été identifié par qPCR dans la trachée de 5 chevaux sur 16 présentés pour consultation

respiratoire au CHUV, représentant une prévalence d’environ 31 %. En comparaison avec la littérature,
entre 1,8 et 5 % de chevaux sains ou avec atteinte respiratoire sont positifs dans la méme région
anatomique lorsque la culture est utilisée (124, 190). Une limite commune aux trois phases de |'artide et
pouvant expliquer les hautes prévalences observées (jusqu’a 100 % de positifs) est que les chevaux
échantillonnés partageaient le méme environnement (voir section 5.5.5). Toutefois, les chevaux
échantillonnés lors des consultations respiratoires au CHUV étaient quant a euxnonreliés et la prévalence
obtenue étaittout de méme plus élevée qu’aveclaculture. Cela, combiné aufait que le qPCR était positif
dans trois échantillons qui étaient négatifs a la culture, suggére que le qPCR est probablement plus
sensible que la culture pour la détection de N. semolina dans des échantillons. La prévalence dans la
trachée de chevaux présentés pour consultation respiratoire tend a étre inférieure a celle obtenue par
gPCR dans le nez, mais semble similaire a la prévalence orale. La présence de la bactérie dans la
trachée pourrait potentiellement étre secondaire a une contamination en provenance des voies

respiratoires supérieures ou de lacavité orale.

Lorsqu’un échantillon était positifalaculture etau gPCR, la quantification était proportionnelle entre les
deuxtechniques (observation basée surdeux échantillons seulement). Dans les trois autres échantillons
seulement positifs au qPCR, d’autres bactéries ontcr(i en grande quantité en culture, ce quilaisse croire

que la croissance de N. semolina a été inhibée parles autres bactéries dans ces échantillons.

En comparant les raisons de présentation, les trouvailles de I’examen clinique et résultats d’examens
complémentaires (endoscopie, cytologie sur lavages trachéal et bronchoalvéolaire) entre les chevaux N.
semolina-positifs et négatifs, il n’y aaucun signe clinique ou trouvaille d’examen, mis a part la culture ou
la PCR, qui permet de prédire ou d’augmenter notre index de suspicion qu’un cheval est positif a la
bactérie. Il est toutefois difficile de pousserles analyses en absence de contrdles sains. L'identification de
Nicoletella semolina, par culture ou par gPCR, dans la trachée de chevaux présentant différentes

affections respiratoires pourrait étre relié ason réle comme opportuniste.

8.4.3 Suppléments pour l"article sur N. semolina

8.4.3.1 Plus grande charge nasale chez les chevauxdans un environnement hautement antigénique
Cette section complémente la section 5.5.2 de I’article sur N. semolina et revient plus en détail sur nos

hypothesesinitialespouvant expliquer la plus haute charge nasale de N. semolina chez les chevaux gardés

al’intérieurtout en mangeantdufoin.
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Les hypothéses sont basées sur le fait que N. semolina fait partie du microbiote normal des voies
respiratoires supérieures des chevaux. La haute exposition antigénique occasionnée par la combinaison
de I’environnement intérieur et de I’exposition a du foin de pauvre qualité induit une inflammation des
voiesrespiratoires inférieures chezles chevaux atteints d’asthme et aussi chez les chevaux sains mais de
maniére temporaire et moins importante (29, 70, 77). Cette inflammation pourrait favoriser la
surcroissance de N. semolina dans le nez. Cela implique toutefois que l'inflammation des voies
respiratoires inférieures affecte également la muqueuse nasale, par extension des muqueuses, et
demeure spéculatif. De maniéere similaire, I'inflammation nasale pourrait aussi causer une dysbiose
favorisant secondairement la croissance de N. semolina, par exemple en favorisant la croissance de
microorganismes lui étant symbiotiques ou en diminuantlacharge d’inhibiteurs. Dans le présent projet,
toutefois, aucune corrélation n’était observée entre le degré d’inflammation pulmonaire et la charge
nasale de N. semolina dans cet environnement, niaveclafonction respiratoire. De plus, les chevaux sains
et atteints d’asthme sévére présentaient des charges nasales similaires alors que l'inflammation
pulmonaire était significativement plus élevée chez les chevaux atteints d’asthme, et aurait pu suggérer

égalementune inflammation nasale plusimportante (11).

Etant donné I’absence de différence entre les deux groupes de chevaux, la précédente hypothése semble
moins probable. L'environnementintérieur pourrait par contre étre en cause. En effet, une moins bonne
ventilation est atteinte dans I’écurie par rapport au paturage (72, 76), formant un microenvironnement
dans lequel les chevaux sont plus exposés a leurs aérosols expirés et pouvant ainsi favoriser une
réimplantation de la bactérie dans les cavités nasales des chevaux. De manieére alternative, le foin sec
pourrait contenirplus de N. semolina que I’herbe au paturage. Toutefois, le procédé de trempage du foin,
comme mis en place pourlaphase Il du projet (projet évaluantI'effet du foin trempé dans |’asthme équin
sévere) n’apas occasionné une hausse de N. semolina dans les voies respiratoires des chevaux exposés a
ce foinalors qu’untrempage, pour une durée aussi courte que 10 minutes, tend aaugmenter la quantité
de bactériesretrouvées dansle foin (86, 89). La charge orale de N. semolina est demeuréestable dans les
deux environnements dans la phase |, mais n’a pas été évaluée dans la phase Il. La quantification de N.
semolina dans le foin ainsi que dans les cavités nasales et orales de chevaux gardés a l'intérieur mais
nourris du foin de bonne qualité se serait avérée pertinente. L'hypothese la plus probable expliquant la
hausse de N. semolina dans le nez de chevaux gardés a lintérieur est la création de ce
microenvironnement. Cela est d’autant plus appuyé par le fait que I'abondance relative nasalede la
famille des Pasteurellaceae est significativement plus grande dans |’environnement hautement

antigénique par rapport au paturage (voirle tableau 9 et la Figure 24 en Annexe E). Cette hausse est
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probablement réelle puisque lacharge bactérienne (QPCR du géne ARNr 16S sur les méme échantillons)

n’est pas différenteentre ces deux environnements (11). La Figure 19 résume ces hypotheéses.
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Figure 19. Hypotheéses expliquant la plus haute charge nasale de N. semolina dans un
environnement hautement antigénique.

Trois hypotheses expliquant la plus forte charge nasale de N. semolina chez les chevaux gardés a
Iintérieur et nourris du foin de pauvre qualité (exposition antigénique élevée) dans le cadre de la
phase | du projet sur N. semolina (projet Asthme équin vs Chevaux sains), et intégration avec les
résultats de la phase Il (projet Exacerbation vs Rémission). Les encadrés rouges énoncent les raisons
pourlesquelles ces hypothéses sont moins probables.

Un environnement intérieur favorisant une plus grande charge nasale de Pasteurellaceae dont N.
semolina ne justifie toutefois pas pourquoi I’abondance relative nasale en Pasteurellaceae n’est pas
supérieure chezleschevaux gardés al’intérieur mais nourris du foin de qualité parrapporta ceux gardés
au paturage (voir le tableau 9 et la Figure 24 en Annexe E). Cela pourrait étre dii au fait que le foin de
bonne qualité dégage en théorie moins de poussiére que celui de pauvre qualité, considérant que le foin
est la source principale de poussiere dans une écurie (82-84). Toutefois, les Pasteurellaceae
n’apparaissent pas prédominants dans le foin et, d’ailleurs, ils n’étaient pas plus abondants dans la cavité
orale des chevaux dans cet environnement (90). Dans la cavité orale, I’environnement n’influence pas
I’abondance relative des Pasteurellaceae, mais a un impact sur I’'abondance relative des Protéobactéries

et Gammaprotéobactéries (voirle tableau9etla Figure 25 en Annexe E).
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8.4.3.2 Commentaires surla qualité de I’échantillonnage nasal pourla phase Il
Contrairement aux deux premieres phases du projet, les lavages nasaux pour la phase Ill n’ont pas été

réalisés surdes chevaux sédatés. Le systéme de collection de lasalinea été adapté afin d'éviter de devoir
sédaterdes chevauxd'une écurie privée (salinerécoltée dans unsacde plastique plutot que directement
dans un tube) (Figure 20), mais il est difficile de savoirsila qualité de |’échantillonnage était équivalente
entre les chevaux et avec les autres phases du projet. Il était plus difficile d’injecterlasaline dansle nez

des chevaux nonsédatés.

(A) (B)

Figure 20. Prélevement des lavages nasaux —différences entre les phases.

Prélevementd’un lavage nasalsur un cheval sédaté dans le cadre de la phasell (A) et surun cheval
nonsédaté dans le cadre de la phaselll (B). Chez les chevaux sédatés, le port de téte bas permetde
récupérer la saline directement dans un tube. Chez les chevaux non sédatés, la saline est récupérée
dans un sacde plastique et est ensuite transvidée dans un tube. A noter que dans la photo de droite
(B) 'opérateur porte un masque et des lunettes pour se protéger de la COVID-19 et non de N.
semolina.

Afin de comparer la qualité de I’échantillonnage entre ces deux techniques, un géne de référence
(housekeeping gene) aurait pu étre utilisé. Le geéne glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase équin
(eGAPDH) a été utilisé par Pusterla et al. afin de comparer deux techniques d’échantillonnage des voies
respiratoires supérieures pour obtenir une quantification absolue d’Herpeés virus équin de type 1 (EHV-1)
par rapport au géne de référence, qui lui provient des cellules épithéliales (211). Il faut toutefois garder
en téte que les bactéries recherchéesdans le cadre de ce projet ne sont pas directement reliées aux

cellules épithéliales comme les virus respiratoires et ainsi une exfoliation aussi importante n’est pas
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nécessairementattendued’un lavage nasal. L’ utilisationde ce gene de référence aurait par contre pemis
de comparerlesdeux techniques de lavages nasaux entre elles. Le Tableau 12 compare les moyenneset
intervalles des charges nasales de N. semolina obtenues entre les trois phases du projet. Aucune analyse
statistique n’a été réalisée étantdonné les conditions différentes entre les phases, mais les moyennes et
intervalles obtenus sont subjectivement similaires. Aussi, lors de I’échantillonnage, un cheval a été
échantillonné a deux reprises puisque le premier prélévement a été jugé comme inadéquat (seringue
moins bien insérée dans le nez), mais ses résultats de qPCR pour la quantification de N. semolina ont
révélé une charge similaire entre les deux prélévements, suggérant que cettetechnique demeure valable

pour des prélevements nasaux de ce type.

Tableau 10. Comparaison des charges nasales de N. semolina entre les trois phases du projet.

Copies de N. semolina nasal/mL extrait

Moyenne Intervalle
Phase | 2,17 x 10° 0-4,84 x10°
Phaselll 3,95 x 10* 0-2,79 x10°
Phase lll 5,72 x 10° 0-3,28 x10°

Quantification PCRde N. semolina comme rapportée dansle chapitre 5. Les moyennes et intervalles
pour les phases | et Il sont présentés pour tous chevaux confondus (statut de santé et
environnements pourla phase |, alimentation pourla phasell), et tous ont été échantillonnés a deux
reprises dans différentes conditions.

8.4.3.3 Dynamisme du statut de porteur de N. semolina dans letemps (phaselll)
Des 10 chevaux échantillonnés, neuf se sont avérés porteurs de N. semolina dans leurs cavités nasales.

Seule lamére du cas index, qui était positive dans le nez en 2019, s’est avérée négative en 2020 (Figure
18). Celasuggére un potentiel dynamisme du statut de porteurde la bactérie. Un dynamisme similaire a
été rapporté pour Actinobacillus equuli (non hémolytique) dans la cavité orale de chevaux, sans que les
chevaux soient nécessairement porteurs de la méme souche dans le temps (194). De maniere
intéressante, I’étude du génotype desA. equuliisolés en culture a montré que les chevaux d’'une méme
écurie ne présentent pas nécessairementles mémes souches de la bactérie entre eux, et donc que nous
ne sommes pas en présence d’une infection de troupeau. La différence dans le temps observée pour N.
semolina pourrait aussi venir d’une diminution de la charge de N. semolina avec I’age, comme une
corrélationinverse entre |I’age etlacharge nasalede N. semolina a été observée dans cette phase. Il aurait
été intéressant d’évaluer le génotype des souches de N. semolina intra- et inter-chevaux pour les trois

phasesdu projet.
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8.4.4 Résumé du pourcentage de chevaux positifs pour N. semolina
La comparaison entre les prévalences de N. semolina obtenues au gPCR et celles rapportées dans la

littérature avec la culture a déja été abordée dans les sections 5.5.1 et 8.4.2. Ces pourcentages sont
résumés dans la figure ci-dessous. Les phases |, Il et Il correspondent aux résultats obtenus dans le
Chapitre 5, et le CHUV correspond au pourcentage de chevaux positifs par gqPCR sur lavage trachéal (voir
section 7.5.2).

Littérature
Phase |
Phase Il
Nez
3-6% Hansson, 2013 Phase Ill
Trachée
] CHUV
Gl ) 1.8 % Maillard, 2013
90 - 100 % 3-5 % Hansson, 2013
90 % 31% Poumons
0%
Bouche
25-58% el

Figure 21. Pourcentage de chevaux positifs a N. semolina dans les trois phases du projet et au
CHUV, et comparaison avec la littérature.

lllustration du pourcentage de chevaux positifs dans le nez, la bouche, la trachée et les poumons.
Les pourcentages ont été obtenus par qPCR dans le cadre des trois phases du projet sur N. semolina
(phase | : projet Asthme équin vs Chevaux sains, n = 12 chevaux; phase Il : projet Exacerbation vs
Rémission, n = 10 chevaux; phase Il : projet Chevaux sains dans une écurie privée non reliée aux
établissements de recherche, n = 10 chevaux) et par qPCR dans le cadre de consultations
respiratoires au CHUV (n = 16 chevaux avec atteinte respiratoire), et sont comparés avec la
littérature basée sur la culture. Les prévalences nasales et trachéales retrouvées de la littérature
sontbasées sur la culture et sont tirées de Hansson et al., 2013 et Maillard et al., 2013 (124, 190).
Aucun effet groupe n’a été observé pourles phases | et Il (sainvs asthme pourla phasel, pellets de
luzerne vs foin trempé pourla phasell), les chevaux ont doncété regroupés.

8.5 Intégration des données gPCR de P. multocida, N. semolina et [P.] caballi avec les
données d’abondances relatives des Pasteurellaceae

8.5.1 Retour sur les OTUs prédominantes dans les voies respiratoires
Les OTUs OTUO002 et OTUOOO1 identifiées dans le projet de Fillion et al. sont les plus abondantes dans

les cavités orale et nasale, respectivement, lorsque comparées a toutes les OTUs identifiées dans les
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échantillons (11). En effet, I’'OUT0001, initialement identifiée comme correspondant a Pasteurella
multocida, ressortait comme I’OTU la plus enrichie (composante principale) du microbiote nasal en
représentant 40 + 3 % des séquences et Actinobacillus spp. (OTU0002), la composante principale du
microbiote oral en représentant 23+ 11 % des séquences (tableau9, (11)). Lagrande majorité des chevaux
échantillonnés présentaient un ou plusieurs membres de la famille des Pasteurellaceae au niveau nasal,
et tous en présentaient au niveau oral. En comparant ces résultats avec la littérature équine utilisant le
séguencage de nouvelle génération pour caractériser le microbiote respiratoire des chevauy, il est
fréquent que les Pasteurellaceae soient retrouvés dans ces régions anatomiques. Actinobacillus spp. et
des Pasteurellaceae non classifiés représentent 9 % et 10 %, respectivement, des séquences obtenues
dans la sous-gencive de chevaux sains (179). Nicoletella semolina représente en moyenne 37,7 % des
séquences obtenues au niveau du nasopharynxde jeunes dnes avecun historique de gourme (122). Dans
lesvoiesrespiratoires de chevaux sains, I’abondance relative de |lafamilledes Pasteurellaceae n’apparatt

toutefois pas comme prédominante dans un échantillonde huit chevauxsains dans uneautre étude (121).

Bien que I’OTUOO01 ait initialement été identifiée comme correspondantadu P. multocida, nos résultats
gPCR ne supportent pas cette identification. L'analyse BLAST identifie plusieurs Pasteurellaceae
différents, tous partageant > 97 % d’homologie avec la séquence identifiée : P multocida, P. canis, P.
dagmatis, Pasteurella spp., Actinobacillus capsulatum, N. semolina, Haemophilus spp., Mannheimia spp.,
Necropsobacter spp., Aggregatibacter spp., Bibersteinia sp., et méme Neisseria spp. (pas un
Pasteurellaceae). En comparantles OTUs et les résultats de qPCR obtenus chez chaque cheval (Chapitre 5
et Annexe E), tous les chevaux positifs a N. semolina dans la phase | présentaient aussi I’OTU0001, mais
les chevaux présentant I’OTU0001 n’étaient pas tous positifs a N. semolina au qPCR. Cela suggere que
[’OTUO001 recoupe probablement N. semolina et d’autres Pasteurellaceae que nous n’avons pas pu

identifier par gPCR au cours de ce projet.

L'analyse BLAST de I’OTUO001 n’a pas identifié [Pasteurella] caballi comme ayant au-dessus de 97 %
d’homologie avec la séquence, et les chevaux positifs a [P.] caballine présentaient pas tous I’OTU0001.
[P.] caballis’est avéré abondant dans la cavité orale des chevaux, tout comme I’OTU0002, qui correspond
a un/des Actinobacillus spp. Tous les chevaux positifs a [P.] caballi dans leur cavité orale présentaient
I’0TU0002, mais les chevaux présentant I’OTU0002 n’étaient pas tous positifs a [P.] caballi. Comme
mentionné précédemment, [P.] caballin’est probablement pas correctement classifié (153, 167) et il se

peut que la région V4 de son gene ARNr 16S soit plus prés de celle des Actinobacillus spp. que des
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Pasteurella spp. L'analyse BLAST de I’OTU0002 devrait par contre étre faite avant de conclure gu’une

portion de I’OTU0002 correspond a [P.] caballi.

Globalement, le séquencagede larégionV4 par Next Generation Sequencing ne semble pas suffisamment
spécifique pour distinguer les Pasteurellaceae au-dela du taxon famille. L'utilisation du qPCR demeure
plusintéressante quand une identification spécifique est souhaitée. Les banques de données disponibles
pourl’analyse de larégionV4 du microbiote semblenttoutefois devenir plus spécifiques, permettant dans
certains cas d’identifier des genres et espéces spécifiques dans de plus récents rapports sur les équidés

(122, 179).

8.5.2 Lien entre les voies respiratoires supérieures et la cavité orale et les voies respiratoires
inférieures en ce qui concerne les Pasteurellaceae
L'analyse des OTUs Pasteurellaceae retrouvées entre les différentes régions anatomiques suggere que le

microbiote pulmonaire relatif aux Pasteurellaceae ressemble plus au microbiote oral qu’au microbiote
nasal en termes de richesse pour cette famille bactérienne (voir I’Annexe E). Le microbiote des voies
respiratoiresinférieures pourrait suivre le « modele neutre », une théorie qui explique que le microbiote
desvoies respiratoiresinférieures estune dilution de celuidesvoies respiratoires supérieures, ou pourrait
étre soumis a différentes pressions de sélections qui changeraient sa composition (118). Toutefois, la
communauté pulmonaire est considérée comme distincte, mais nonindépendante, de celleretrouvée en
amont (118). Chezles humains sains, le microbiote pulmonaire esttoutefois étroitement lié au microbiote
retrouvé au niveau de lacavitéoraleet de I’oropharynx, probablement influencé parles micro-aspirations
(13, 212, 213). Ces aspirations sont normales et, habituellement, I’appareil mucociliaire et le systeme
immunitaire empéchent le développement de pneumonie (214, 215). Une clairance mucociliaire et un
patron respiratoire altérés chezles sujets atteints d’asthme pourrait expliquer une partie de la dysbiose
pulmonaire observée. Chezleschevauxparcontre, puisquel’anatomie des voiesrespiratoires supérieures
est différente de celle des humains et que les chevaux respirent obligatoirement par le nez, I’hypothése
des micro-aspirations demeure a étre démontrée (11). Certaines OTUs retrouvées dans les cavités orales
etnasalesoule nasopharynxsont par contre retrouvées dans latrachéedistale ou les poumons, suggérant
une certaine dépendance, du moins par continuité des membranes, entre les voies respiratoires
supérieures etinférieures chez cette espece (4, 11). Le microbiote des voies respiratoires inférieureschez
les chevaux semble prendre origine des voies respiratoires supérieures plutét que de I’environnement
(181). Bien que larichesse soit similaire entrela cavité nasale etles poumons, aucune corrélation n’a été
observée entre les abondances relatives des Pasteurellaceae de deux régions (Annexe E). La corrélation

observée pources données entrele nezetles poumonsdans|’environnement hautement antigénique est
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probablement le fruit du hasard puisque les OTUs retrouvées dans ces deux régions correspondaient a

peine.

8.6 Les Pasteurellaceae dans I'asthme équin
Le présent projet n’apas permisde détecter uneassociation entre les Pasteurellaceae étudiés (Nicoletela

semolina, [Pasteurella) caballi, Pasteurella multocida et H. influenzae) et I’asthme équin sévere. Cela

pourrait étre da :

e Auneréelle absence d’association;

e Aufaitque d’autres Pasteurellaceae que ceux recherchés sont associés alacondition;

e Au fait que plusieurs Pasteurellaceae sont impliqués, mais pas seulement un genre ou une espece
spécifiques;

e Aunepuissance de détection trop faible, a cause d’une trop petite population étudiée.

Avoir été en mesure de créer des amorces pour la détection d’un ou de plusieurs Actinobacillus aurait
peut-étre mené a différents résultats, dont I'identification d’une association. En effet, en utilisantla
culture suivied’uneidentification morphologique et biochimique complete, A. lignieresiiet un A. suis-like,
et potentiellement A. equuli, étaient associés al’inflammation des voies respiratoires inférieures chez es
chevaux dans une étude (125). L'utilisation de sondes TagMan ou lasynthése d’amorces visant des genes

spécifiques aux Actinobacillus seraient a explorer.

Les résultats de laphase | du projetsur N. semolina supportent le réle opportuniste des Pasteurellaceae.
En effet, chez les équidés, une infection des voies respiratoires par un ou plusieurs Pasteurellaceae est
souvent précédéed’un facteur prédisposant (170), parexemple un transport récent (164, 180, 181, 185),
un épisode de gourme (infection a S. equi subsp. equi) (122) ou, pour N. semolina, un changement
environnemental vers une régie plus haute en poussiére (voir Chapitre 5). Aussi, les Pasteurellaceae sont
souvent isolés d’échantillons respiratoires en culture mixte, ne suggérant pas un role primaire dans la
pathologie (124, 164, 170, 177, 185, 186, 190, 191). L'isolement en culture de Pasteurellaceae dans la
trachée de chevaux avecde I'inflammation trachéale ou présentant des signes cliniqguescompatibles avec
I’asthme équin (5-8, 10, 33, 125), et l'identification de Pasteurellaceae dans des lavages
bronchoalvéolaires de chevaux atteints d’asthme sévere, surtout lors de I’exacerbation, en ayant recours
a une méthode indépendante de la culture (NGS) ((11), Dre E. Manguin, communication personnelle),
supportent aussi ce réle d’agent opportuniste de cette famille bactérienne. En évaluant le role habituel

des Pasteurellaceae, leur surreprésentation dans les voies respiratoires de chevaux atteints d’asthme

114



pourrait étre secondaire a la condition (inflammation, affection de [I’appareil mucociliaire,
bronchoconstriction, etc.) plutét que d’agircomme un facteur favorisantla condition. Il demeure que la
causalité n’a toujours pas été démontrée et de plus amples recherches seraient nécessaires pour
confirmer ceci, parexemple en suivant une cohorte de chevauxdans letempset en évaluant si les chevaux
positifs ont de plus fortes chances de devenir asthmatiques, ou en induisant I'infection de maniere

expérimentale.

Un traitement antibiotique est frégquemment instauré en premiére ligne chezles chevaux présentant des
signes d’affection respiratoire inférieure, sans qu’une culture ne soit réalisée. Cette pratique est
déconseillée, et d’ailleurs I'identification d’une petite quantité de Pasteurellaceae, entre autres N.
semolina, chez un cheval atteint d’asthme sans évidence de surinfection respiratoire secondaire (fiévre,
foyerinflammatoire, abattement) ne justifie pas I’instauration d’un traitement antibiotique. Les résultats
du présent projet soulignent d’autant plus I'importance du changement environnemental dans le
traitementde I’asthme équin pourdiminuer les charges bactériennes, les LPS et LOS, ainsique I’exposition

aux poussiéres concentrées dans un environnementintérieur etavecdu foin.

Précédemment, I’analyse des échantillons du projet Asthme équin vs Chevaux sains a l’aide du
séquencage de nouvelle génération a permis d’identifier une surreprésentation de la famille des
Pasteurellaceae dans les poumons des chevaux atteints d’asthme parrapport aux sains (11). Des quatre
paires d’amorces optimisées, aucune n’a permis l'identification de bactéries dans les lavages
bronchoalvéolaires des chevaux du méme projet. Les échantillons avaient été conservés a— 80°C pour
une durée d’environ quatre ans avant que les extractions d’ADN ne soient répétées. Les Pasteurellaceae
se conservent difficilement (153), alors il pourrait y avoir eu dégradation avec le temps s’ils étaient
initialement présents en faible quantité. N. semolina n’a pas été détecté dans les lavages
bronchoalvéolaires dans la phase | du projet, mais en faisant I’extraction d’une plus grande quantité de
matériel initial danslaphase [ (20 mLvs 5 mL dans la phase l), et en utilisant des échantillons récents, la

bactérie a été identifiée dans six lavages bronchoalvéolaires sur 20 (voir Chapitre 5).

8.7 Les défis des Pasteurellaceae pour la synthese d’amorces gqPCR
Il est possiblede trouver, dans lalittérature, des séquencesd’amorcesqPCR déja optimisées pour certains

Pasteurellaceae communs, tels Haemophilus influenzae (209) et Pasteurella multocida(210). La spécificté
de ces amorces a cependant d{ étre vérifiée étant donné la précision nécessaire pour le projet actuel.
Pour plusieurs autres Pasteurellaceae, il y a toutefois trés peu d’amorces décrites dans la littérature, et

celles décrites n’ont pas nécessairement été optimisées et validées. Au cours du présent projet, nous
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avons rencontré quelques problémes avec la spécificité de certaines amorces qPCR rapportées dans la

littérature (188, 210).

La synthese d’amorces sensibles et spécifiques pour le qPCR pour la détection d’espéces bactériennes
faisant partie de lafamille Pasteurellaceae a été difficile.Pour débuter, les banques de données géniques
se faisaient rares pour les espéces moins fréquentes ou nouvellement identifiées, faisant en sorte que
seulement quelques génes étaient disponibles pour toutes les bactéries. Ces genes étaient par exemple
ARNTr 16S, rpoB, infB et sodA, genes codant respectivement pour I’acide ribonucléique ribosomique 16S,
la sous-unité R de I’ARN polymérase, le facteur d’initiation de la transcription IF2 et la superoxide
dismutase. Ainsi, un total d’environ 2000 a 3 000 paires de bases étaient disponibles pour étre analysées
dans I’espoir d’y retrouver des séquences propices a I’élaboration d’amorces idéales (détaillé plus bas).
De plus, puisqu’appartenant a la méme famille, il y avait plusieurs similarités dans les séquences de ces
genes. Un logiciel d’alignement génique, ici Geneious Prime v.2019.2.1 (Biomatters Ltd., San Diego, CA,

United States), était utilisé pour faciliter cette étape autrement fastidieuse, et la Figure 22 en est un

exemple.
W,ZIAO ’\,ZISO W,ZIEO ‘\,%70 ’\,ZISO W,ZIQO ’\,?OO 1,3|’\0 1,$ZO ’\,3I30
Consensus SGTGGGGAT GAGGTEAAGIEATCATGGECETTACGAGTAGGGETACACAC GTGETACAATIGGEGTATACAGAGGGAAGEGAGEETGEGAGGGGGAGEGAR
Identity (W § 3 TN JEw 1 = BRSNS

O+ 1. Actinobacillus equuli st... 3GTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGNCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTATACAGAGGGAAGCEARBIIGGCGABAIIGPGCHEA?
[+ 2. Actinobacillus suis strai... iGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTATACKGAGGGAAGCBATATIGGC GABATIG JAGCAAL
B+ 3. Actinobacillus lignieres... ;GTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCC TTACGAGTAGGGC TACACACGTGCTACAATGGCG TATACAGAGGGAAGCRAGAIIGGCGABAIIC GAGCBAA
P4 4. Actinobacillus pleurop... iGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGC TACACACGTGCTACAATGGCGTATACAG GCHAL
[+ 5. Aggregatibacter actino... GTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGC TACACACGTGCTACAATGGCG TATACAGAGGGIIABCBABRCCAGCGATIGGGGAGIIGA
I+ 6. Haemophilus influenz... GTRGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGC TACACACGTGCTACAATGGCG TATACAGAGGGAAGCGABGC TGCGAGGIIGGAGCGA
B+ 7. Haemophilus sputoru... GTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCC TTACGAGTAGGGC TACACACGTGCTACAATGGCG TATACAGAGGGAAGCAICC TGCGAGGGGGAGCHEAA
[+ 8. Histophilus somni strai... iGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGC TACACACGTGCTACAATGGCG TATACAGAGGGAGGCGAGCC TGCGAGGGIBAGCGA
I+ 9. Mannheimia haemolyti... ;GTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGC TACACACGTGCTACAATGGCG TATACAGAGGGEGGCGAGCCAGCGATIGGGGAGCGA
I+ 10. Nicoletella semolinas... 3GTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGIIGBATACAGAGGGAAGCRABCC TGCGAGGGIBAGCHAL
[+ 11. Pasteurella caballi str... GTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGIIGEATACAGAGGGEGGCGABCC TGCGAGGGHIGAGCGAL
[+ 12. Pasteurella multocida... iGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGIIGEATACAGAGGGEAGCGAGEGTGCGAGEIIGAGCGAL
[+ 13. Pasteurella canis strai... iGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGIIGEATACAGAGGGEGGCGAGECGGCGABGIIGAGCGAL
L+ 14. Pasteurella dagmatis ... GTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGIIGBATACAGAGGGEGGCGAGECGGCGARBGIMIGAGCGA
[+ 15. Escherichia coli strain ... iGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGABBAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGEATACABAGAGAAGC GABCTIEGCGAGEGEBAGCGGA
[+ 16. Moraxella catarrhalis ... ;GEGGGGABGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGABBAGGGCTACACACGTGCTACAATGGIIGGT ACABAGGGIMGCIABACAGCGATGIGATGCIAL
[+ 17. Prevotella bivia strain ... iGTGGGGATGACGTCAABTCAGCABGGCCCTTACGIBEGGGGC TACACACGTGIITACAATGGGIIGGT ACAGANAGIIGGIECTG TGCAABTAGGANCTAS
[+ 18. Prevotella intermedia ... :GTGGGGATGACGTCAARTCAGCABGGCCCTTACGIEEGGGGC TACACACGTGETACAATGGCEGGTACAGAGGGARG----~ GTGCGANGIAAAmCGE,

Figure 22. Exemple d'alignement du gene ARNr 16S dans le logiciel Geneious Prime.

Exemple d'alignement du géne ARNr 16S de différents Pasteurellaceae et d’autres bactéries a Gram
négatif al'aide du logiciel Geneious Prime. Les paires de base quisont différentes de la majorité des
autres paires de base de I'alignement sont surlignées. Sinous voulions par exemple faire une amorce
commune aux Actinobacillus, la région de droite sur I'alignement, encadrée en rouge, serait
intéressante étant donné la similarité entre les différents Actinobacillus et la différence avec les
autres bactéries de I'alignement. ARNr 16S : géne codant pour I'acide ribonucléique ribosomique
16S, Paires de bases C : cytosine, G : guanine, A: adénine, T : thymine.

8.8 Avenues futures
Ci-dessous sont présentées quelques avenues de recherche intéressantes pour continuer ce projet :
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Continuer I'optimisation d’amorces pour d’autres Pasteurellaceae, dont le genre Actinobacillus spp.
etles especes Pasteurella pneumotropica, P. mairii (basé sur (125)). Larecherche destoxines Agx pour
A. equulisubsp. haemolyticus seraitune pisteaexplorer. L' utilisation de sondes TagMan pour le gPCR
permettrait d’augmenter laspécificité des paires d’amorces;

Déterminer si Nicoletella semolina porte des lipopolysaccharides (LPS) ou des lipooligosaccharides
(LOS) en sa surface, ce qui aiderait a clarifier son réle comme commensal ou plutét comme
opportuniste;

Evaluer la présence de [P.] caballi et P. multocida dans des lavages trachéaux et chez des chevaux
atteintsd’asthme légeramodéré;

Evaluerlaprévalence de N. semolina dans une plus grande populationde chevaux n'habitant pas dans

le méme environnement, et chez des chevaux atteints d’asthme légeramodéré.
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Conclusion
Des amorces gPCR spécifiques pour la détection de trois especes de Pasteurellaceae — Nicoletella

semolina, [Pasteurella] caballi et Pasteurella multocida— ont été synthétisées et optimisées, etun gPCR
pourla détectionde H. influenzae a été reproduita partirde lalittérature.Laprésence etlacharge de ces
bactéries ont été évaluéesdanslabouche etlesvoiesrespiratoires de chevaux et ne se sont pas avérées
associées al’asthmeéquin sévere. N. semolina etlesPasteurellaceae (dans |I’analyse répétée des résultats
deFillionetal., 2019) sont par contre associés aufoineta unenvironnement peuventilé. Enrésumé, les
résultats du présent projet n’ont pas permis d’identifier une association entre I’asthme équin sévere et
quelques Pasteurellaceae spécifiques. Etendre I’étude a une plus grande population de chevaux, en
incluant des chevaux atteints d’asthme léger a modéré, et rechercher d’autres Pasteurellaceae serait
pertinent avant de conclure qu’il n’y a aucune association entre cette famille bactérienne et I’asthme
équin. Lesamorces qPCR développées pourlarecherche de Pasteurellaceae spécifiques, entre autres pour

N.semolina pour lequel lesamorces sont déja publiées, seront utiles pour de futurs projets.
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Annexe A
Protocole d’extraction d’ADN d’échantillons

Ce protocole décrit comment extraire I’ADN de plusieurs types d’échantillons. Il s’agit de la procédure
Purification of Total DNA from Animal Tissues du kit QIAGEN DNeasy® Blood & Tissue Kit, avec quelques
modifications. Deux étapes importantes peuvent influencer la quantité et la qualité de I’ADN qui sera

extrait: 1) laquantité de matériel de départet 2) le volume de tampon AE utilisé pourl’élution finale.

Pourlaphase Il du projet N. semolina, 20,0mL de lavage bronchoalvéolaire a été extrait afind’augmenter
les chances de détection de labactérie, suite aux résultats de la phase | (voir Chapitre 5). Pour ce faire, les
étapes 2 a 12, inclusivement, du protocole d’extraction ci-dessous ont été adaptées. Tout d’abord,
I’échantillonde 20,0 mL était divisé dans 12 eppendorfs de 2,0 mL. Ensuite, les quantités de tous les
réactifsjusqu’autransfertsur colonne DNeasy (étape 13) étaient doublées pour compenser pourla plus
grande quantité de matériel initial (Buffer ATL, Protéinase K, Buffer AL, éthanol 100 %). Les étapes

subséquentes demeuraientles mémes.

Matériel nécessaire

e QIAGEN DNeasy® Blood & Tissue Kit (cat # 69504/69506)

e Tubesde billesgarnet0,7 mm (OMNI international cat # 19-624)

e Tubesstériles1,50u 2,0 mL (eppendorf)
Ce protocole esta réalisersous lahotte biologique.

1. Réglerun bain chauffanta 55 °C et undeuxiémea 70 °C.

2. Prendre unaliquotde 5,0mLde |’échantillonsaextraire (LBA,lavageoral, lavage nasal, lavage
trachéal) etle diviserentre 4tubesde 1,5 mL (ou 3 tubesde 2,0 mlL).
a. Les lavages oraux doivent étre grossierement filtrés a I’aide d’une gauze stérile (4 plis

d’épaisseur) afin de retirer lesplus grosses particules alimentaires qui génent I’extraction

autrement.
3. Centrifugerlestubesa 18 400 x g pour 30 minutes, a4 °C.
4, Retirerle surnageant et re-suspendre le culot dans 90 ulL de Buffer ATL (ou 120 pL si 3 tubes

de 2,0 mL). Garderlestubessur glacesjusqu’au transfert dans les tubes de billes.

5. Recombinerles4tubesdans1 tube de billes.
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10.

11.

12.
13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Homogénéiser|’échantillon dans le Mini-Beadbeater pour 1 minute a vitesse maximale. Il est
possible qu’il y aitlégere décoloration des billes.

Centrifugerlestubes a vitesse maximale pour 1 minute atempérature piéce pour concentrer
la mousse.

Ajouter40 uL de protéinase K et vortexer.

Incubera 55 °C pour1 h.

Retirerleliquidedutube (ne pas prendre des billes) et le transférer dans un nouveau tube 1,5
mL.

Ajouter 200 pL de Buffer AL et vortexer immédiatement. Incuber a 70 °C pour 30 minutes
(apresl’incubation, il yafréquemment des débris au fond du tube, ne pas les mélanger)
Ajouter 200 pL d’éthanol 100 % et mélanger parinversion les tubes doucement (1a 2 fois).
Transférer le mélange (sans prendre les débris) sur une colonne DNeasy placée sur un tube
collecteur2,0mL.

Centrifugera 6000 x g pour1l minute a température piece. Jeterle liquide du tube collecteur
et lereplacersouslacolonne.

Ajouter 500 pl Buffer AW1 et centrifugera 6000 x g pour 1 minute atempérature piece. Jeter
le liquide dutube collecteuretle replacersouslacolonne.

Ajouter 500 pL de Buffer AW2 et centrifugera 18 400 x g (vitesse maximale) pour 3 minutes
a température piece afin de sécherlamembrane de lacolonne.

Jeter le liquide du tube collecteur et le replacer sous la colonne. Centrifugera 18 400 x g
(vitesse maximale) pour 1 minute atempérature piéce.

Placerlacolonne dansunnouveautube 1,5 mL et ajouter 100 uL de Buffer AEau centre de la
membrane. Incuber a température piece pour 1 minute et centrifuger 1 minute a 6000 x g
pour éluer’ADN.

Placerl’ADN a-20°C jusqu’aanalyse oua -80 °C pourconservationalongterme.
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Annexe B
Protocole d’extraction d’ADN de bactéries a Gram négatif

Ce protocole estadapté de celuide I’annexe A etde la procédure Purification of Total DNA from Animal
Tissues du kit QIAGEN DNeasy® Blood & Tissue Kit et permet d’isoler de I’ADN bactérien d’une culture

pure.
Matériel nécessaire

e QIAGEN DNeasy® Blood & Tissue Kit (cat # 69504/69506)
e Tubesde billesgarnet0,7 mm (OMNI international cat # 19-624)

e Tubesstériles1,5mL (eppendorf)

Ce protocole est a réaliser sous la hotte biologique. Veillez a ce que les bactéries extraites respectent le

niveau de confinementdulaboratoire.

1. Réglerun bain chauffanta 55 °C et un deuxiémea 70 °C.
2. Ajouter360 puL de Buffer ATLdans untube de billes.
3. A partir d’une culture pure sur gélose, prendre quelques colonies isolées a I’aide d’une anse

de Koch stérile etles suspendre dans le tube de billes.
4, Homogénéiser|’échantillon dans le Mini-Beadbeater pour 1 minute a vitesse maximale. Il est

possible qu’il y aitlégere décoloration des billes.

5. Centrifugerlestubes a vitesse maximale pour 1 minute atempérature piéce pour concentrer
la mousse.

6. Ajouter40 uL de protéinase Ketvortexer.

7. Incubera 55 °C pour 1 h.

8. Retirerle liquidedutube (ne pas prendre des billes) et le transférer dans un nouveau tube 1,5
mL.

9. Ajouter 200 uL de Buffer AL et vortexer immédiatement. Incuber a 70 °C pour 30 minutes

(apreésl’incubation, il yafréquemment des débris au fond du tube, ne pas les mélanger)
10. Ajouter 200 pL d’éthanol 100 % et mélanger parinversion les tubes doucement (1a 2 fois).
11. Transférer le mélange (sans prendre les débris) sur une colonne DNeasy placée sur un tube
collecteur2,0mL.
12. Centrifugera 6000 x g pour 1 minute a température piéce. Jeterle liquide du tube collecteur

etlereplacersouslacolonne.
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13.

14.

15.

16.

17.

Ajouter 500 pl Buffer AW1 et centrifugera 6000 x g pour 1 minute atempérature piéce. Jeter
le liquide dutube collecteuretle replacersouslacolonne.

Ajouter500 pL de Buffer AW2 et centrifugera 18 400 x g (vitesse maximale) pour 3 minutes
a température piéce afin de sécherlamembrane de lacolonne.

Jeter le liquide du tube collecteur et le replacer sous la colonne. Centrifugera 18 400 x g
(vitesse maximale) pour 1 minute atempérature piéce.

Placerlacolonne dansunnouveautube 1,5 mL etajouter 100 uL de Buffer AEau centre dela
membrane. Incuber a température piéce pour 1 minute et centrifuger 1 minute a 6000 x g
pour éluer|’ADN.

Placer’ADN a-20°Cjusqu’aanalyse oua -80 °C pourconservationalongterme.
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Annexe C
Principes généraux de la synthése d’amorces qPCR

Ces étapes sont souvent non-nécessaires car plusieurs séquences d’amorces sont disponibles dans la
littérature etil suffitde confirmerleurspécificité et d’optimiserles conditions gPCR pourles échantillons
a I’étude. Les amorces viennent en paire, une amorce sens (ou forward) et une amorce anti-sens (ou
reverse), et encadrent une section d’ADN de longueur variable pour permettre I’amplification de ce

segment. Le gPCR permetde suivre entemps réel cette amplification.

Dans les cas ol des amorces spécifiqgues nesont pas disponibles, il est possible de synthétiser des amorces.
La premiere étape de la synthése estla bio-informatique, qui consiste en I’alignement de séquences
géniquesal’aided’unlogicieltel que Geneious Prime (Biomatters Ltd., San Diego, CA, United States), suivi
de la vérification de laspécificité théorique et des autres critéres propresaux amorces (affinité self et self

3’) a I’aide du site NCBI Primer Blast (https://www.ncbhi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Ensuite, il faut

vérifier la spécificité des amorces dans de « vraies » conditions in vitro en les utilisant avec la bactérie
d’intérét, d’autres especes bactériennes phylogéniquement prés de labactérie visée etavecdes espéces
qui seront probablement retrouvées dans les échantillons d’intérét. Une paire d’amorces peut sembler
parfaite enthéorie, mais ne pas étre aussi spécifique que souhaité lorsqu’ utilisée avecd’autres bactéries
similaires. Les conditions PCR peuvent étre optimisées afin de favoriser la spécificité des amorces. Le
séquencage permet parlasuite de confirmer que le produit PCR amplifié correspond bien ala bactérie et
sonsegment géniquevisés. Une fois toutes ces étapes complétées,une courbe standard peut étre faite a
partirde dilutions sériées etlesamorces peuventétre utilisées pour quantifier la bactérie spécifique dans

des échantillons. Lafigure ci-dessous résumeles étapes de synthése.
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Figure 23. Résumé des étapes de la synthése jusqu’a I'utilisation d'amorces PCR.

PCR : Réaction de polymérase en chaine.

Il estconseillé de suivre certaines conditions afin de synthétiser des amorces efficaces. Le site de Thermo

Fisher Scientific fournit de plus amples renseignements a ce sujet en plus de servir de bonne référence

pour la PCR et le gPCR (https://www.thermofisher.com/ca/en/home/life-science/oligonucleotides-

primers-probes-genes/custom-dna-oligos/oligo-technical-resources.html

et

https://www.thermofisher.com/blog/behindthebench/pcr-primer-design-tips/). Avantde commencer un

projetayant recours au PCR ou au qPCR, il est conseillé de se référeraux MIQE Guidelines (216, 217). Le

tableau suivantrésume les conditions aremplirafin de synthétiser des amorces qPCR.

Tableau 11. Conditions a respecter pourla

synthésed'amorces qPCR.

Condition a respecter

Explication

Viser une longueur de 18 a 24
nucléotides paramorce.

Plus longue est une amorce, plus sa spécificité envers le
fragment d’intérét augmente. Toutefois, une amorce plus
courte se lie plus rapidement et efficacement. On peut
modifierlalongueur desamorces afin que la paire d’amorces
ait une température d’hybridation (Tm) similaire.

Viser une longueur de 80 a 150 paires
de base pour le produit qPCR.

Un fragmentde plus grande tailledevra étre amplifié par PCR
etle suivide sonamplification entempsréel seraimpossible,
le gPCR permettant la détection de petits fragments d’ADN
seulement. La dénaturation et I’élongation sont plus longs
pour les grands fragments.

Favoriser C et G en 5 et en partie
centrale, éviteren3’.

Les paires de bases C et G demandent une plus haute
température pour étre séparées étant donné leur liaison par
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trois ponts hydrogéne plutét que deux pour la liaison A-T, et
sont donc plus stables. On favorise ainsi une stabilité de
I’amorce a sonextrémité 5'.

Viser un contenu en paires de bases C
et Gde 40 a 60 %.

Voir I’explication précédente. Le contenu en paire de bases
de I'amorce permet de déterminer sa température
d’hybridation.

Eviter des séquences complémentaires
dans une méme amorce et entre les
deux amorces sens et anti-sens (a
évaluer également a 'aide de NCBI
Primer BLAST).

Pour éviter les self-dimers et les primer-dimers (amorces qui
se lient a elles-mémes ou entre elles plutot qu’au fragment
d’intérét). Dans NCBI Primer BLAST, on vise des caracteres
Self et Self 3’ < 4 pour les deux amorces. Il s’agit d’une
condition fréquemment problématique.

Veiller a ce que les deux amorces
fonctionnent a des températures
d’hybridation similaires (A< 5°C).

Cela permet de régler la réaction a une température
d’hybridation favorable pour les deux amorces. Cette
température devrait étre quelques degrés (environ 4 a 8°C)
plus bas que la température déterminée par les amorces
(basé sur leur taille et leur composition). Il s’agit d’une
condition fréquemment problématique.

Eviter les répétitions consécutives
triples d’'une méme paire de base (ex.
ATTTT) et les di-nucléotides qui se
répétent (ex. CTCTCT).

Peutfaire « glisser » laTag polymérase etaugmentele risque
d’erreursdanslatranscription.

gPCR: Réaction de polymérase en chaine quantitative, paires de bases C: cytosine, G : guanine, A:
adénine, T: thymine, NCBI: National Center for Biotechnology Information, NCBI Primer BLAST :
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/, A : variation.

Il est également possible de synthétiser des amorcesdétectant plusd’une espéce, un genre ou une famille
bactérienne,envisantdes sectionscommunes a plusieurs espéces. Le principe demeure le méme; il suffit
d’utiliser I'alignement génique afin de trouver deux sections communes (une pour chaque amorce) aux

bactériesd’intérét et dissimilaire des autres bactéries.
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Annexe D
Informations supplémentaires surla section 7.5.1 « N. semolina identifié par culture et MALDI-TOF »

En moyenne, les chevaux N. semolina-positifs étaient dgés de 3,7 ans, le plus jeune étant un poulain de
1,5 mois(casindex) etle plus vieux étant 3gé de 17 ans. Deux chevaux étaient de race Standardbred, cinq
Quarter Horse, un Paint, un Lusitanien etun Hanovrien. Un cheval avaitrecu un traitement antibiotique

et quatre, des corticostéroides avantles prélévements.

Concernant la présentation clinique des chevaux, sept sur dix présentaient de la toux, sept, du jetage
nasal, deux, de la fieévre, quatre avaient un foyer inflammatoire, et quatre des cinq chevaux a |’exercice

étaient présentés pourintolérance al’effort.

Lors de I’'examen spécifique du systeme respiratoire, sept chevaux sur neuf avaient une auscultation
thoracique anormale, neuf présentaient des sécrétions trachéales et huit avaient aussi une pharyngite
plus ou moins sévere. Les radiographies thoraciques étaient anormales (lésions variables) chez sept
chevaux sur dix. A la cytologie du lavage trachéal, six chevaux sur sept ont montré une inflam mation
suppurative. A la coloration Gram, des bactéries a Gram négatif ont été visualisées dans quatre des dix

des échantillons. Les diagnostics provisoires ou définitifs des sont présentés dans le Tableau 11.

Informations supplémentaires sur la section 7.5.2 « N. semolina chez des chevaux présentés pour

consultation respiratoire »

En moyenne, les chevaux N. semolina-positifs au qPCR étaient agés de 6,5 ans (1,5 a 13,5 ans). Trois
étaientde race Paint et deux de race QuarterHorse. Un cheval avaitrecu des antibiotiques et deux, des
corticostéroides précédant le prélevement. Concernantlesraisonsde présentations, tous présentaient de
la toux et de I'intolérance a I’exercice, et aucun ne faisait de la fievre. Seulement un cheval présentait
également du jetage nasal. A "auscultation respiratoire, deux des cing chevaux présentaient des
anomalies (toux ou crépitements). Al’endoscopie des voies respiratoires, une folliculite pharyngée a été
notée chez trois chevaux, un déplacement dorsal intermittent du voile du palais (DDIVP) chez deux
chevaux etdessécrétions trachéaleschez tous les chevaux. Des anomalies aux radiographies thoraciques

ont été observées danstouslescas (Iésionsvariables).

Alacytologie dulavagetrachéal, quatre chevaux sur cingprésentaient uneinflammation suppurative avec

des neutrophiles dégénérés. Deux des cing cytologies du lavage bronchoalvéolaire étaient compatibles
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avec un asthme léger a modéré et un cheval, différent de ceux atteints d’asthme, avait des évidences
d’EIPH. Les diagnostics provisoires ou définitifs des cing chevaux positifs au qPCR sont présentés dansle

Tableau 11.
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Annexe E
Abondances relatives des Pasteurellaceae et taxa reliés dans le projet Asthme équinvs Chevaux sains

La présente sectionrecoupe les analyses d’abondances relatives spécifiques aux Pasteurellaceae et taxa
reliésdu projet Asthme équin vs Chevauxsains. Les données de séquencage de nouvelle génération (next
generation sequencing) proviennent d’'une étude antérieure (11). Une phase environnementale
supplémentaire aux deux analysées par PCR était incluse. Les trois phases correspondaient donc au
paturage sur herbe (faible exposition antigénique), a |’ écurie avec foin de qualité (moyenne exposition
antigénique) et a I’écurie avec foin de pauvre qualité (haute exposition antigénique). Cette troisiéme
exposition environnementale n’était pas incluse dans la portion quantification PCR du projet pour une
question de temps, de logistique et de budget. Le séquencage de larégion V4 de I’ARN ribosomal 16S de
ces échantillons avait permis|’obtention de valeurs d’abondance relative du microbiome bactérien dans
troisrégions anatomiques (nez, bouche, poumons). Les analyses additionnelles faites dans le cadre de ce
mémoire étaient concentrées sur le phylum des Protéobactéries, la classe des Gammaprotéobactéries
ainsi que la famille Pasteurellaceae. L'ordre des Pasteurellales, comprenant seulement la famille

Pasteurellaceae, n’a pas été inclus dansles analyses.

Analyses statistiques

Pour les données d’abondance relative des Pasteurellaceae et taxa reliés avec valeurs résiduelles
normales, un modeéle linéaire mixte permettait de vérifierles effets de I’environnement (paturage, beau
foin, mauvais foin) et du statut de santé (contréles vs asthmatiques) sur les abondances relatives. Dans ce
modele, I'individuimbriqué dans le statut de santé correspondait a I’effet aléatoire et le statut de santé,
I’environnement et I'interaction entre ces deux derniers facteurs correspondaient aux effets fixes. Les
contrastes étaient évalués pour les effets fixes montrant une différence significative dans le modele
linéaire mixte. Puisqu’aucun effet du statut de santé n’était noté, les contrastes ont été réalisés surtous

les chevaux indépendamment de leurstatut de santé.

Pourlesdonnées quin’étaient pas normalement distribuées (abondances relatives pulmonaires au taxon
famille), un modele de régression logistique mixte était réalisé. Un premier modele de régression
logistique mixte classait les valeurs de maniéere dichotomique, soit une RA nulle (=0 %) ou une RA non
nulle (>0 %). Un deuxiéme modele de régression logistique multinomial mixte classaitles valeurs de RA
selontrois niveaux, soit nulles (RA=0%), intermédiaires (0% < RA <10 %) ou élevées (RA>10 %). L'effet

aléatoire correspondaital’individu imbriqué dans le statut de santé et les effets fixes étaient le statut de
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santé et I’environnement, I’interaction n’ayant pas été évaluée étant donné le grand nombre de valeurs

nulles.

Les relations (corrélations) entre les abondances relatives orales/nasales et pulmonaires pour les taxa
phylum et classe étaient évaluées dans chaque environnement a I’aide d’un modele de covariance. Les
valeurs orales ou nasales étaient placées comme cofacteur et le statut de santé, comme effet fixe. Pour
le taxon famille, une corrélation non paramétrique de Spearman entre les RA orales/nasales et
pulmonaires a été réalisée pour chaque environnement étant donné le grand nombre de valeurs de RA
nulles. Les chevaux ont été regroupés puisqu’aucun effet du statut de santé n’a été noté aux taxa

précédents.

Deux échantillonsde LBA de chevaux sainsdans|’environnement beaufoinainsi que deuxéchantillonsde
LBA de chevaux atteints d’asthme dans I’environnement mauvais foin ont été retirés des analyses étant
donné leur faible nombre de séquences. Ces données étaient considérées comme manguantes et non

comme nulles.

Résultats — Abondancesrelatives nasales

Comme représenté dans le graphique d’abondance relative (RA) des Pasteurellaceae au niveau de la
cavité nasale ci-dessous (Figure 24A), lamajorité des chevaux présentaient une forte abondance relative
de cette famille, représentée par une seule operational taxonomic unit (OTU), I’OTU0001, autant chezles
chevaux sains que chez ceux atteints d’asthme. L’analyse BLAST de I’OTUQO001 avait initialement montré
que cette OTU correspondaita Pasteurella multocida (11), mais une analyse plus récente, combinée aux
résultats de qPCR pour P. multocida, suggére qu’il pourrait en fait s’agir de plusieurs Pasteurellaceae
différents (voirsections 8.3 et 8.5). Un seul cheval appartenant au groupe sain (identifié 4_NW_Healthy)
avaitune abondance relative nulle dans les trois environnements, alors que dans le groupe asthme, tous
les chevaux étaient positifs a au moins deux temps. Seule une autre OTU (OTU0002), correspondant a

Actinobacillus spp., a été expriméechez un cheval atteint d’asthme dans|’environnement beau foin.

Aucun effetdu statutde santé ni de I’environnement n’a été noté pourlesabondancesrelatives des taxa
phylum (Protéobactéries) et classe (Gammaprotéobactéries) au niveau nasal (p =,12) (Figure 24 Bet C).
Toutefois, un effetde I’environnement significatif (p =,028) étaitobservé pourle taxon famille, toujours
sans effet du statut de santé (p =,31). L'analyse des contrastes montrait une abondance relative de
Pasteurellaceae sur foin de pauvre qualité (exposition antigénique élevée, HDST dans le graphique)

significativement plus élevée qu’au paturage (exposition antigénique faible, PAST) (p =,009) (Figure 24D).
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(Healthy ou Control, points ouverts, n = 6) et atteints d’asthme sévére (Equine asthma, points
fermés, n = 6) gardés au pdturage (PAST, faible niveau d’exposition antigénique), a I'écurie avec du
foin de qualité (LDST, niveau intermédiaire d’exposition antigénique) et a I'écurie avec du foin de
pauvre qualité (HDST, haute exposition antigénique). Iy a significativement plus de Pasteurellaceae
dans le nez de chevaux a l'intérieur avec foin de pauvre qualité par rapport au pdturage,
indépendamment du statut de santé (modéle linéaire mixte, p =,009) (D). NW =lavage nasal, OTU
= operational taxonomic unit, RA = abondance relative. Chaque OTU représente une espéce
différente de Pasteurellaceae. Les barres représentent la moyenne + I'écart type. Les données
d'abondances relatives deFillion et al. (11) ont été ré-analysées pour ce projet.

Résultats — Abondances relatives orales

Comme représentédansle graphique d’abondance relative des Pasteurellaceae dans la cavité orale, tous
les chevaux présentaient différentes bactéries de cette famille en quantité modérée a importante, etce,
dans les différents environnements (Figure 25A). L'OTU principalement représentée correspondait a un
Actinobacillus spp. (OTU0002). L'OTUO001 était aussi retrouvée chez la majorité des chevaux. Les
OTU0025 (Actinobacillus spp.) et OTU0O084 étaient présentes chez quelques chevaux alors que les
OTUO0055 et OTUO157 n’ont été retrouvées qu’une seule fois chacune. La majorité des chevaux
présentaient entre deux et quatre OTUs différentes, faisant de la cavité orale la région la plus riche et

diverse en Pasteurellaceae en comparaison aux deux autres régions anatomiques al’étude.

Un important effet environnemental a été observé pour les abondances relatives des taxa phylum et
classe dans la cavité orale (p=,0002 et p =,013, respectivement). L’analyse des contrastes montrait une
plusforte abondance relative de Protéobactéries (phylum) chez les chevauxau paturage (PAST) que chez
les chevaux sur foin, peu importe la qualité du foin (LDST et HDST, p <,0005) (Figure 25B). Cet effet
perdurait en partie au taxon classe, ou les Gammaprotéobactéries montraient une abondance relative
plus élevée au paturage en comparaison au mauvais foin (HDST, p =,004)) (Figure 25C). Aucun effet du
statut de santé n’était noté (p = ,46). Pour les Pasteurellaceae, aucun effet du statut de santé ni de
I’environnement n’était observé (p > ,21) (Figure 25D). On peut donc en tirer que les différences
significatives observéesdans lesabondances relativesaffectant les taxa précédant le taxon famille ne sont

pas influencées parun changementdans|’abondance relative des Pasteurellaceae.
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Figure 25. Abondance relative des Pasteurellaceae et taxa reliés au niveau oral.

Abondance relative en pourcentage des différents Pasteurellaceae (A) et des taxa Protéobactéries

(B), Gammaprotéobactéries (C) et Pasteurellaceae (D) au niveau oral chez des chevaux sains
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(Healthy ou Control, points ouverts, n = 6) et atteints d’asthme sévere (Equine asthma, points
fermés, n = 6) gardés au pdturage (PAST, faible niveau d’exposition antigénique), a I'écurie avec du
foin de qualité (LDST, niveau intermédiaire d’exposition antigénique) et a I'écurie avec du foin de
pauvre qualité (HDST, haute exposition antigénique). Ily a significativement plus de Protéobactéries
dans la cavité orale de chevaux au pdturage par rapport aux environnements intérieurs (B), et
significativement plus de Gammaprotéobactéries au pdturage parrapport a I'écurie avec du foin de
mauvaise qualité (C), indépendamment du statut de santé des chevaux (modéle linéaire mixte, p <
,004). OTU = operationaltaxonomic unit, OW = lavage oral, RA = abondance relative. Chaque OTU
représente une espéce différente de Pasteurellaceae. Les barres représententla moyenne + ['écart
type. Les données d'abondances relatives de Fillion et al. (11) ont été ré-analysées pour ce projet.

Résultats — Abondances relatives pulmonaires

Un nombre similaire de chevaux entre les groupes controle et asthme présentaient des Pasteurellaceae
(Figure 26A), mais les chevaux positifs dans le groupe asthme avaient une abondance relativeentre 14 et
74 % environ, et les chevauxsains, entre 2et9%. Un seul cheval était positif danslestrois environnements
(identifié 1_BAL_Asthma), mais ne présentait pas les mémes OTUs a tous les temps. Aucune OTU des

Pasteurellaceae n’apparaissait prédominante dans les poumons.

Aucun effetdu statut de santé ni de I’environnementn’a été noté pourlesabondances relatives des taxa
Protéobactérie et Gammaprotéobactérie au niveaupulmonaire (p >,084) (Figure 26 B et C). Pourle taxon
des Pasteurellaceae, la dichotomisation desvaleurs (RA=0 % ou RA > 0 %) et leur classement dans trois
groupes (RA=0%,0 %< RA< 10% etRA 210 %) montraient que le risque d’avoir des valeurs supérieures
a zéronevariait passelon le statut de santé (p 2,38) niselonl'environnement (p 2,46) (Figure 26D). I n’y
avait pas de grande différence entre les approches avec 2 ou 3 classes de valeurs pour les abondances

relatives pulmonaires.
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Figure 26. Abondance relative des Pasteurellaceae et taxa reliés au niveau pulmonaire.

Abondance relative en pourcentage des différents Pasteurellaceae (A) et des taxa Protéobactéries

(B), Gammaprotéobactéries (C) et Pasteurellaceae (D) au niveau pulmonaire chez des chevaux sains

évere (Equine asthma, points

6) et atteints d’asthme s

(Healthy ou Control, points ouverts, n
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fermés, n =6) gardés au pdturage (PAST, faible niveau d’exposition antigénique), a I'écurie avec du
foin de qualité (LDST, niveau intermédiaire d’exposition antigénique) et a I'écurie avec du foin de
pauvre qualité (HDST, haute exposition antigénique. Aucune différence significative. BAL = lavage
bronchoalvéolaire, OTU = operational taxonomic unit, RA = abondance relative. Chaque OTU
représente une espéce différente de Pasteurellaceae. Les barres représententla moyenne + ['écart
type. Les données d'abondances relatives de Fillion et al. (11) ont été ré-analysées pour ce projet.

Résultats - Corrélations

L’analyse de la relation entre les abondances relatives nasales et pulmonaires des Pasteurellaceae de
chevaux gardésal’intérieur et exposés au mauvais foin(environnement fortement antigénique) montrait
une corrélation significative (corrélation de Spearman; r = ,75, p <,02) (Figure 27A). Ceci suggere que
I’augmentation de I’abondance relative en Pasteurellaceae au niveau nasal occasionne aussi une
augmentation de I’abondance relative des Pasteurellaceae dans les voies respiratoires inférieures, ou vice
versa. La relation était toutefois fortement influencée par une valeur d’abondance relative élevée dans
les poumons (environ 20 %). Aussi, les OTUs exprimées au niveau pulmonaire (OUT0001, OTU0002,
OTU0025, OTUO055) étaient plus diverses que celles retrouvées au niveau nasal (OTUO0001
majoritairement), suggérant que cette corrélation pourrait plutot étre accidentelle. Le graphique illustrant
la corrélation entre les abondances relatives de Pasteurellaceae orales et pulmonaires pour ce méme
environnement est fourni pour comparaison (Figure 27B), mais la corrélation observée n’était pas
significative (r=-,58, ,05 < p <,1). Aucune corrélation significative n’ était notée entre les abondances
relatives des Pasteurellaceae orales/nasales et pulmonaires pour le paturage et le beau foin
(environnements faiblement et modérément antigéniques, respectivement, p > ,5). Pour les taxa
Protéobactérie et Gammaprotéobactérie, aucune relation linéaire entre les abondances relatives
orales/nasales et pulmonaires n’était observée, et ce, dans les trois environnements (modéle de
covariance; p >,10). Il n’y avait aucune interaction entre les valeurs orales/nasales et pulmonaires (p >

,12).
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Figure 27. Corrélations entre les abondances relatives nasales/orales et pulmonaires des
Pasteurellaceae dans I'environnement mauvais foin.

Corrélation entre les abondances relatives nasales et pulmonaires (A), et orales et pulmonaires (B)
de chevaux (n = 10, indépendamment du statut de santé) gardés a I'écurie avec du foin de pauvre
qualité (HDST, haute exposition antigénique). Corrélationsignificative avec les abondances relatives
nasales (corrélation Spearman, r=,75; p < ,02). Aucune corrélation avec les abondances relatives
orales (r=-,58; ,1>p>,05). RA =abondancerelative.
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