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INTRODUCTION

En élevage laitier, la période autour du vélage est cruciale pour I'éleveur puisque la
rentabilité des vaches dépend de sa bonne gestion. En effet, la réussite de la période de
transition (qui couvre les 3 semaines avant et apres vélage) conditionne les performances de
production et de reproduction ainsi que la santé de I’animal (Drackley 1999). Le
métabolisme ainsi que I'état inflammatoire de I'appareil génital sont plus particulierement a

surveiller.

D’une part, les besoins énergétiques de la vache sont extrémement différents entre
la période de tarissement et le début de lactation, et les apports ne peuvent subvenir aux
nouveaux besoins ; le métabolisme énergétique autour du vélage est alors perturbé. Bien
gu’un déficit énergétique soit inévitable en post-partum, celui-ci peut devenir pathologique

s'il persiste trop longtemps ou s’il devient trop intense.

D’autre part, la contamination bactérienne de I'utérus est systématique au moment
du part; si le nombre et la nature des bactéries I'emportent sur les défenses immunitaires
ou si la réaction inflammatoire de la vache est exacerbée, alors la santé génitale est altérée,

avec développement de métrite et/ou d’endométrite.

L’endométrite est une inflammation de la muqueuse utérine persistant au-dela de 3
semaines post-partum, et ne s’accompagnant pas de signes généraux. Sheldon et al. (2006)
ont distingué deux types d’endométrite : clinique et subclinique. L'endométrite clinique est
caractérisée par la présence d’un écoulement utérin purulent (c'est-a-dire contenant plus de
50% de pus) dans le vagin a partir de 21 jours aprés la parturition ; ou par la présence d’'un
écoulement mucopurulent (c'est-a-dire composé d’environ 50% de mucus et 50% de pus)

dans le vagin aprés 26 jours post-partum (Sheldon et al. 2009).

Une endométrite subclinique est quant a elle définie par la présence de neutrophiles
en quantité anormale sur des prélevements cytologiques utérins effectués entre 21 et 60
jours post-partum. Le seuil de neutrophiles varie selon les auteurs et la date de
prélevement : il va de 4 % entre 40 et 60 jours (Gilbert et al. 2005) a 18% entre 21 et 35 jours

(Sheldon et al. 2006).
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Les endométrites sont fréquentes et constituent la premiere cause d’infécondité chez
la vache laitiere forte productrice (Fournier et al. 2014). En effet, le taux de conception
diminue d’environ 20% pour les vaches atteintes d’endométrite et l'intervalle vélage -
insémination fécondante est allongé de 30 jours par rapport a des vaches saines (Sheldon et
al. 2009). En outre, une vache atteinte d’endométrite a 1,7 fois plus de risque d’étre

réformée qu’une vache saine (Gilbert et al. 2005).

L'inflammation du col de l'utérus ou cervicite, bien que moins étudiée que
I’endométrite, exerce également des effets négatifs sur les performances de reproduction.
La cervicite, définie par la présence d’un pourcentage de neutrophiles supérieur ou égal a
5% sur les prélevements cytologiques du col effectués entre 21 et 35 jours post-partum, a
pour conséguence une augmentation de l'intervalle vélage-insémination fécondante de 24

jours en moyenne par rapport aux vaches saines (Deguillaume et Chastant-Maillard 2012).

Dans une premiére partie bibliographique, nous décrirons les phénoménes
peripartum, en particulier métaboliques, en relation avec une diminution de lI'immunité et
donc favorisant l'installation d’une inflammation génitale. Puis dans une deuxieme partie
expérimentale nous étudierons chez la vache laitiére la relation entre déficit énergétique
peripartum et inflammation génitale, et plus particulierement l'intérét prédictif de

parametres facilement mesurables par le praticien.
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1. LES PERTURBATIONS DU PERIPARTUM

Le peripartum peut se définir comme la période allant de 3 semaines avant vélage a 3
semaines apres vélage. Les vaches passent alors d’un état de gestation et non lactation a un
état de non-gestation et de lactation, ce qui est source de perturbations. C'est en effet au
cours de cette période qu’a lieu le pic d’incidence des affections de la vache laitiére, qu’elles
soient métaboliques (fievre de lait, cétose...) ou infectieuses (métrite, mammite...) (Salat

2005).

Les perturbations principales auxquelles nous nous intéresserons touchent le
métabolisme, la contamination bactérienne de l'utérus et les défenses immunitaires. Les

autres troubles du peripartum (Salat 2005) ne seront pas abordés.

a. Les changements métaboliques du peripartum

i. Le déficit énergétique et la lipomobilisation

e Diminution de la capacité d’ingestion

Dans les jours précédant le vélage, la capacité d’ingestion est réduite de 30 a 50% par
rapport a celle du début de tarissement. Cette baisse de la quantité de matiere séche
ingérée est progressive pour les multipares (3 semaines) et brutale pour les primipares (1
semaine avant vélage) (Salat 2005). Selon certaines sources, la capacité d’ingestion des
génisses diminuerait dés 26 semaines avant vélage, a raison de 1,5% par jour et ce jusqu’a 3
semaines avant le vélage (Ingvartsen et Andersen 2000). Ensuite, la capacité d’ingestion
augmente a partir du 2éme jour aprés vélage, pour atteindre son maximum 2 a 4 mois apres

le part (Hayirli et al. 2002 ; FIGURE 1).

- N
o o

—o—Heifers , high ‘

DM intake, kg/day
[ 4]

o & o

—a—Cows, high ‘

24 18 12 6 0 6 12 18 24
Weeks from parturition

FIGURE 1 : Evolution de la capacité d’ingestion autour du vélage (Invargtsen et Andersen 2000)
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La diminution de la capacité d’ingestion est due pour 56% au jour de gestation (plus la
gestation est avancée, plus la capacité d’ingestion diminue), pour 20% a des facteurs liés a
I’animal (plus la vache est grasse, moins la quantité de matiére séche ingérée est grande et
une multipare ingére une plus grande quantité de matiere séche qu’une génisse) et pour

24% a des facteurs alimentaires (composition de la ration) (Hayirli et al. 2002).
e Augmentation des besoins

A l'inverse de cette diminution de l'ingestion, les besoins nutritionnels augmentent au
début de la lactation par rapport au pré-partum : ils sont triplés pour I'énergie, doublés a
triplés pour le glucose et doublés pour les acides aminés (Salat 2005). En outre, les besoins
de la mamelle utilisent 97% de l'apport en énergie et 83% de |'apport en protéines
métabolisables, ce qui ne laisse que peu de nutriments disponibles pour couvrir les besoins

d’entretien (Drackley 1999).

Ainsi, les besoins en énergie excédent de 25% les apports et les besoins en protéines

métabolisables de 26% les apports 4 jours apres le vélage (Drackley 1999).

Un bilan énergétique négatif est donc systématique en début de lactation et celui-ci dure

plus ou moins longtemps selon la parité (TABLEAU 1).

TABLEAU 1 : Caractéristiques de I’équilibre énergétique en début de lactation en fonction de la parité
(Devries et al. 1999)

Demande maximale

Maximum d’énergie

Moment ou le bilan
énergétique négatif

Moment ot le bilan
énergétique redevient

e La lipomobilisation

d’énergie consommee - e

est maximum positif
Primipares 7¢ semaine 12¢ semaine 4,8 jours 56,2 jours
2¢ lactation 5¢ semaine 14° semaine 5.4 jours 85,3 jours
Multipares 6° semaine 16° semaine 2.5 jours 85,4 jours

En début de lactation, la supériorité des besoins en énergie et en protéines

métabolisables par rapport aux apports induit une mobilisation des réserves corporelles. Or
les seules réserves mobilisables sont les graisses : dans des conditions normales, la vache
peut ainsi mobiliser 30 a 60 kg de tissu adipeux en début de lactation. Cette mobilisation est

associée a une augmentation de la concentration sanguine en AGNE (Acides Gras Non
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Estérifiés), qui seront utilisés essentiellement par les muscles squelettiques, laissant ainsi le

glucose disponible pour le métabolisme foetal et la synthese de lactose (Salat 2005).

Les AGNE sont issus de I'hydrolyse des triglycérides du tissu adipeux. Ils peuvent étre
utilisés par la mamelle pour la synthése de matiére grasse dans le lait, ou par le foie. Les

AGNE captés par le foie suivent deux grandes voies métaboliques (FIGURE 2) :

- Soit ils pénétrent dans les mitochondries ou ils sont dégradés en acétylcoenzyme A,
intermédiaire qui peut étre intégré dans le cycle de Krebs lors de disponibilité en
acide oxalo-acétique (AOA) (oxydation compléte), ou alors transformés en corps

cétoniques (oxydation partielle),

- Soit ils restent dans le cytosol ou ils sont transformés en triglycérides (estérification)
et exportés par les VLDL (Very Low Density Lipoprotein), ou alors accumulés dans les

hépatocytes lorsque les capacités d’exportation sont saturées.

Triglycérides du

tissu adipeux

Corps
cétoniques

Résistance = | «——

insuline (+> (.)

\ AGNE AGNE
‘ N
AcCoA

Triglycérides V"’ AOA

FIGURE 2 : Lipomobilisation et devenir des AGNE (Enjalbert, 2011)

Les AGNE sont le reflet du degré de lipomobilisation chez une vache laitiere. Une
concentration élevée en AGNE est un indicateur d’un déficit énergétique, tout comme une

concentration élevée en corps cétoniques (Adewuyi et al. 2005).

ii. Le stress oxydatif

La respiration cellulaire fournit 90 % de I'énergie nécessaire au fonctionnement d’une
cellule eucaryote normale, en utilisant des réactions d’oxydo-réduction. Ces réactions font

intervenir des oxydants, ou accepteurs d’électrons, et des réducteurs ou donneurs
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d’électrons. L'oxygene est I'accepteur final d’électrons apres une cascade de réactions

d’oxydo-réductions, selon I’équation suivante :
%0,+2H " +2e > H,0

Cependant, 2 a 3% de l'oxygéne n’est pas réduit en eau; il est dévié pour former des
radicaux libres (Auberval 2010). On parle alors de ROS pour Reactive Oxygene Species. Il
s’agit par exemple des radicaux superoxydes O,"", hydroxyles HO®, peroxydes ROO® ou
encore du peroxyde d’hydrogene H,0,, qui n’est pas un radical mais qui est considéré

comme un ROS car il peut rapidement se dismuter en deux radicaux hydroxyles.

Les ROS sont majoritairement produits par les neutrophiles et les macrophages et
sont essentiels pour la destruction des bactéries phagocytées. En effet, ces dérivés oxygénés
ont des effets potentiellement toxiques sur les agents infectieux : désorganisation des
membranes par peroxydation lipidique, altérations protéiques, notamment enzymatiques,

altérations chromosomiques par interaction avec ’'ADN (Weill et Batteux 2003).

Bien que les ROS ont de nombreux effets bénéfiques pour la réponse immune et
inflammatoire, ils peuvent également occasionner des dommages sur les cellules si leur
production devient excessive (Sordillo et Raphael 2013). Afin de pallier I'effet négatif des
ROS, de nombreuses entités anti-oxydantes sont synthétisées in vivo ou prélevées de
I'alimentation afin de neutraliser et d’éliminer les entités oxydantes. Il s’agit par exemple
d’enzymes telles que les superoxydes dismutases, les catalases ou encore le glutathion
peroxydase, une sélénoprotéine. Les antioxydants non enzymatiques sont par exemple les
tocophérols (vitamine E), I'acide ascorbique (vitamine C) et les caroténoides (Sordillo et
Aitken 2009). En conditions physiologiques, un équilibre entre entités oxydantes et
antioxydants est maintenu. Lorsqu’un déséquilibre apparait en faveur des entités oxydantes,

on parle de stress oxydatif (Auberval 2010).

La production massive de radicaux libres peut étre la conséquence d’un métabolisme
intense (production laitiere importante), de situations de stress (transitions, changement de
lot...) ou d’inflammations (Lamer 2014). Ces trois situations se rencontrant lors du

peripartum, la quantité d’entités oxydantes augmente donc fortement a cette période.
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En outre, la quantité d’antioxydants diminue pendant le peripartum. Par exemple, la
concentration en vitamine E diminue de 47% quelques jours avant le vélage (Goff et Horst

1997).

On comprend dés lors que le péri-partum est une période favorable au stress oxydatif

chez la vache laitiere.

b. La contamination utérine

Au moment de la parturition, la contamination microbienne est presque systématique
chez la vache. En effet, lors du vélage, la vulve, le vagin et le col se dilatent et ne jouent ainsi
plus leurs réles de barrieres anatomiques. L'ouverture du col favorise la colonisation de
I'utérus par les bactéries en provenance de I'environnement, de la peau et des feces
(Deguillaume et Chastant-Maillard 2012). Ainsi, 'utérus est infecté chez environ 95% des
vaches dans les 15 jours qui suivent la parturition, 80% entre 16 et 30 jours, 50 % entre 31 et

45 jours et 10% entre 46 et 60 jours (Elliott et al. 1968, Singh et al. 2008).

L'utérus en post-partum est un milieu propice au développement bactérien, du fait de la
présence de lochies, constituées des liquides foetaux, du sang et des débris tissulaires (Gier
et Marion 1968). Ainsi, plus de 82 bactéries de 33 espéces différentes ont été isolées entre 3
et 60 jours aprées le vélage dans une étude menée sur 106 utérus de vaches (Elliott et al.
1968). Plus récemment, des approches métagénomiques ont montré que la diversité
bactérienne utérine est plus complexe que ce qu’ont décrit Elliott et al. (1968). Ainsi, dans
I’étude de Santos et Bicalho (2012), jusqu’a 1800 unités taxonomiques opérationnelles ont
été détectées dans I'utérus d’une vache saine juste aprés la parturition. La composition de la
flore bactérienne fluctue constamment pendant les 7 premiéres semaines suivant le vélage.
Il semble que I'utérus passe par des cycles de contamination/décontamination jusqu’a ce

que l'involution utérine soit complete (Griffin et al. 1974).

La contamination est donc systématique. C'est uniquement si la contamination
bactérienne, par la nature ou le nombre de bactéries impliquées, prend le dessus sur les
capacités de défense de I’'hote, que la contamination, physiologique a l'origine, se

transforme en une infection pathologique (Deguillaume et Chastant-Maillard 2012).
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¢. L'immunodépression

Autour du vélage, une immunodépression physiologique de plusieurs semaines a lieu,
atteignant son paroxysme une semaine post-partum (Salat 2005 ; Leblanc 2012). Elle est liée
en partie aux fortes concentrations d’cestrogénes et a I'augmentation de la cortisolémie lors

du vélage (Goff et Horst 1997).

Cette immunodépression est caractérisée par (Salat 2005) :

- une diminution de la capacité des phagocytes a tuer les bactéries : diminution de
I'activité myéloperoxydase et de la capacité cytotoxique a médiation cellulaire des
neutrophiles (Cai et al. 1994) (FIGURE 3) ;

- une diminution de la réponse des lymphocytes aux agents mitogenes (Goff et Horst
1997) (FIGURE 3) ;

- une baisse de la teneur sérique en immunoglobulines, complément et conglutinine.
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FIGURE 3 : Activité des lymphocytes (aptitude a la blastogenése) et des neutrophiles (aptitude a ingérer et
tuer des bactéries) en peripartum (Goff et Horst, 1997)

Conclusion : Le peripartum est une période critique pour la vache puisqu’elle est soumise
systématiquement a de nombreux changements: déficit énergétique, stress oxydatif,

contamination utérine et immunodépression.
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2. LES DEFENSES IMMUNITAIRES DE L'UTERUS PERIPARTUM

Comme nous venons de le voir, la contamination bactérienne est systématique au
moment du vélage. Cette intrusion bactérienne déclenche alors trés rapidement une
réponse immunitaire de I'animal. Ainsi, 48 heures apres un vélage normal sans assistance,
les leucocytes s’accumulent dans la lumiére utérine, ce qui est la marque du processus
d’involution de l'utérus (Dhaliwal et al. 2001). La réaction de I'organisme repose sur la
reconnaissance des contaminants et le déclenchement de la réponse immunitaire innée et

acquise.

a. Les barrieres anatomiques et physiologiques

La vulve, le vestibule du vagin et le col constituent les barriéres anatomiques entre la

lumiére utérine et 'environnement contaminé (Azawi 2008).

Les parois du col de l'utérus sont rigides et forment des plis longitudinaux. Elles
délimitent un canal cervical irrégulier obturé par des plis circulaires caractéristiques au
nombre de trois ou quatre (Barone 2001, FIGURE 4). Du fait de sa conformation, le col utérin

constitue une barriére tres efficace.
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FIGURE 4 : Coupe médiane du col de I'utérus de la vache (Barone, 2001)

D’un point de vue histologique, I'épithélium de la muqueuse du vagin ainsi que celui
du versant vaginal du col utérin est stratifié, pavimenteux et non glandulaire. Le col utérin

est essentiellement constitué de tissu collagéne résistant contenant relativement peu de



muscle lisse. La stratification de I'épithélium assure la protection de celui-ci. En outre,
I’épithélium forme une barriere particulierement efficace grace aux jonctions serrées entre

les cellules (Wira et al. 2005).

Le mucus endo-cervical est également un obstacle a I'ascension des bactéries dans le

tractus génital (Singh et al. 2008). Il a 4 rOles (Barriére et Lopes 1987) :

Filtre mécanique
- Création d’un flux descendant
- Neutralisation des antigenes grace a ses immunoglobulines G et A

- Action antibactérienne grace a ses lyzozymes qui favorisent la phagocytose par
hydrolyse de la paroi bactérienne, ses lactoferrines qui inhibent la croissance

bactérienne en piégeant le fer nécessaire, et ses peroxydases.

Enfin, les contractions des muscles circulaires et longitudinaux de I'utérus permettent

une expulsion physique des bactéries contenues dans le mucus (Singh et al. 2008).

b. Laréponse inflammatoire non spécifique

Lors d’une contamination utérine, ce sont les cellules épithéliales de I'utérus qui sont les
premieres en contact avec les pathogénes. Outre leur role de barriére physique, ces cellules
fonctionnent comme de véritables sentinelles qui reconnaissent les antigénes et

déclenchent une réponse dont le but est d’éliminer les bactéries et virus (Wira et al. 2005).

i. Activation du systeme TLR

Les cellules épithéliales de I'endomeétre possedent a leur surface des Toll Like
Receptors (TLR) qui reconnaissent chez les pathogénes des séquences conservées, les
Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMP). Les PAMP sont, par exemple, des
constituants de la paroi des bactéries : I'acide lipotéichoique des bactéries a Gram positif,
reconnu par les TLR1, TLR2 et TLR6 ; ou encore le lipopolysaccharide (LPS) des bactéries a
Gram négatif reconnu par le TLR4. L’activation des TLR initie une cascade de signalisation
aboutissant a la synthése de chimiokines et cytokines pro-inflammatoires, notamment des
interleukines (IL), des molécules de la famille du Tumor Necrosis Factor (TNF) et des

prostaglandines (FIGURE 5). Les cytokines agissent a leur tour en mobilisant et activant les
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cellules immunitaires ; il s’agit principalement, dans le cas des endométrites chez la vache,

du chimiotactisme des neutrophiles dans la cavité utérine (Sheldon et al. 2009).

Bacterial
LPS lipopeptides  Flagellin
: l l v l Bacterial
vl TLR4 TLR1/2 TLR2/6 TLRS Peptidoglycans
l dsRNA sSRNA CpG-DNA
RIG-I TLR3 \\\ TLR7/8 TLR9
‘ \ v “//
1PS-1 TRIF MyD88 NOD-1
\ / NOD-2
IRF-3 NF-kB
IFNc, IFNB TNFa, IL-6, IL-10, IL-12, TGFB.....

FIGURE 5 : Les Toll Like Receptors (TLR) et leurs voies de signalisation en aval (Nakamoto et Kanai, 2014)
LPS = lipopolysaccharide, TLR = toll like receptor, RIG-I = retinoic acid-inducible gene 1, IPS = interferon-P promoter
stimulator, TRIF = Toll/IL-1 receptor (TIR)-domain-containing adaptor inducing IFN-beta, MyD88 = myeloid differentiation
factor gene 88, NOD = nucleotide-binding and oligomerization domain, IRF-3 = interferon regulatory factor 3, NF-kB =
nuclear factor-kappa B, IFN = interferon, TNF = tumor necrosis factor, IL = interleukin, TGF = transforming growth factor

Le NFkB (nuclear factor-kappa B) est une famille de petites protéines dimériques
(p50-p65) dont le role est d’activer la transcription de genes cibles et conduisant a
I’établissement d’une réponse pro-inflammatoire. Les molécules dont la synthése est induite
par le NFkB sont des cytokines (TNFa, IL-1, IL-6..), des chimiokines (IL-8..), des molécules
immunitaires effectrices (Cyclo-oxygénase-2 (COX-2)..), des molécules d’adhérence
(Intercellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1), Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1)...)
et des facteurs favorisant la survie (c-Inhibitor of Apoptosis 1 et 2 (c-IAP1,2)...) (DeFranco et

al. 2009) (FIGURE 6).

La voie des NFkB est activée par la superfamille des récepteurs TLR (FIGURE 5 et 6).
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FIGURE 6 : Schéma simplifié de la voie NFkB

ii.  Les cytokines

Le TNFa est la cytokine produite la plus précocement aprés activation des TLR. Le
TNFa déclenche un relargage local de cytokines et chimiokines, et favorise I'adhérence, la
migration et l'activation des leucocytes sur le site de l'inflammation. Le TNFa est un
médiateur essentiel de l'inflammation car il est responsable des signes cardinaux de
I'inflammation : chaleur, douleur, rougeur et cedéme. En outre, il agit sur les neutrophiles en
les attirant sur le site de l'inflammation, en augmentant leur adhésion aux cellules de
I’endothélium des vaisseaux, en stimulant la phagocytose et la production d’entités
oxydantes. Il amplifie et prolonge I'inflammation en augmentant la synthese d’IL-1, de NOS2

(Nitric Oxide Synthase) et de COX-2 par les macrophages.

Quant aux interleukines, I'lL-1B augmente I'adhésion des neutrophiles aux cellules
endothéliales des vaisseaux et stimule la synthése de NOS2 et de COX-2 par les
macrophages. L'IL-6 agit sur I'inflammation et sur I'immunité acquise. C'est un médiateur de
la phase aigué et du choc septique. Le relargage d’IL-1a par les cellules épithéliales de

I"'utérus augmente la sécrétion de prostaglandines E2 et F2 (Wira et al. 2005)

iii. Les chimiokines

Ce sont de petites protéines qui controlent la migration cellulaire. Par exemple

I'interleukine 8 (IL-8 ou CXCL8) attire et active les neutrophiles.
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iv. Peptides antimicrobiens

Les cellules épithéliales de I'utérus synthétisent des peptides antimicrobiens (AMP
pour Antimicrobial Peptides) : le Lingual AMP (LAP), le Tracheal AMP (TAP) et les défensines
B bovines (BBD19, BBD123 et BBD124) (Sheldon et al. 2009). Leur action est de détruire les

membranes des micro-organismes et donc conduire a leur mort (Tizard 2009).

v. Protéines de phase aigué

Les cytokines pro-inflammatoires stimulent la production de protéines de phase
aigué (APPs pour Acute-Phase Proteins) par le foie. Ainsi la concentration sanguine d’APPs
augmente au cours des premiéres semaines post-partum (Sheldon et al. 2009). Par exemple,
la concentration sanguine en al glycoprotéine acide augmente lorsque I'utérus d’une vache

est infecté par E.coli (Singh et al. 2008).

Le role des APPs differe selon les protéines. Par exemple, le sérum amyloide A (SAA)
est chimioattractant pour les neutrophiles, les monocytes et les lymphocytes T ; alors que
I’haptoglobine est capable de fixer le fer, le rendant indisponible pour les bactéries (Tizard

2009).

vi. Les neutrophiles

La principale fonction des neutrophiles est I’élimination des bactéries par
phagocytose. La phagocytose utérine commence normalement 48h post-partum et
exceptionnellement pré-partum. La phagocytose comporte plusieurs étapes : chimiotaxie,
opsonisation, adhérence et attachement, ingestion et digestion. Aprés que les neutrophiles
se soient déplacés vers le site infecté, ils adherent aux micro-organismes aprés opsonisation
puis les enferment dans une vacuole connue sous le nom de phagosome. Les granules
contenus dans le cytoplasme des neutrophiles (riches en enzymes telles que
myéloperoxydase, lyzozymes, élastase) fusionnent alors avec le phagosome (Hussain 1989).

Le phagosome possede ainsi une trés grande action bactéricide (Tizard 2009).

Conclusion : la premiere défense de l'utérus vis-a-vis d’infections bactériennes est la

phagocytose par les leucocytes utérins, et plus particulierement par les neutrophiles.
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c. Laréponse spécifique

La réponse immunitaire acquise, humorale et cellulaire, vient ensuite compléter I'immunité

innée.

i. L'immunité humorale

L'immunité humorale est assurée par des anticorps glycoprotéiques, les

immunoglobulines (Ig), produites par les lymphocytes B.

Lorsque l'utérus est soumis a la présence de micro-organismes pathogénes,
apparaissent dans 'ordre les immunoglobulines IgM, 1gG et IgA. Les IgG prédominent dans la
lumiére utérine et les IgA dans le vagin. Les IgA sont synthétisées localement dans 'utérus
des bovins au niveau de I'endometre et les IgG proviennent d’une part de la synthese par

I’endometre et d’autre part de la circulation sanguine (Azawi 2008).

Les immunoglobulines agissent en favorisant la lyse des bactérie, en stimulant la voie
du complément et en participant a I'opsonisation et donc a la phagocytose (Hussain 1989 ;

Singh et al. 2008).

ii. L'immunité cellulaire

Le rble défensif de I'immunité humorale étant limité, I'immunité cellulaire joue un
role critique dans les défenses immunitaires de I'utérus. L'immunité cellulaire repose sur le

pouvoir cytotoxique des lymphocytes T.

Au cours de la gestation, la population utérine des lymphocytes et macrophages
varie. Du début jusqu’au milieu de la gestation, la quantité de ces cellules est faible dans
I'utérus des bovins, contribuant a éviter un rejet immunologique du fcetus. Plus tardivement,
vers la fin de gestation, les lymphocytes et les macrophages sont retrouvés dans
I’endometre inter-caronculaire mais pas au niveau des caroncules, indiguant une fonction de
reconnaissance et de protection contre les antigénes qui péneétreraient dans l'utérus. Les
cellules sub-épithéliales de I'utérus contiennent une forte concentration de lymphocytes Th
(CD4+), de lymphocytes B et de macrophages présentateurs d’antigénes (CD14+). Les
cytokines stimulent la prolifération de lymphocytes T et B dans les noeuds lymphatiques
régionaux. Les lymphocytes migrent ensuite vers I'endométre et agissent comme des

effecteurs de I'immunité cellulaire et de I'immunité humorale (Singh et al. 2008).
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Les mécanismes physiologiques de défenses immunitaires de I'utérus postpartum chez la

vache sont récapitulés dans la FIGURE 7.
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FIGURE 7 : Voie de défenses de I'utérus bovin face a la contamination bactérienne physiologique péripartum
(Deguillaume et Chastant-Maillard, 2012)

Chez la majorité des vaches, la réponse inflammatoire conduit a I'élimination des
bactéries au cours des 3 semaines post-partum et a la cicatrisation tissulaire (involution), ce
qui a pour conséquence l'arrét de la réponse inflammatoire (LeBlanc 2012). Cependant, si un
déséquilibre apparait entre la pathogénicité des bactéries et les défenses immunitaires de
I'utérus, alors la santé de l'appareil génital (au sens de son état inflammatoire) est

compromise (Sheldon et al. 2009).

Conclusion: Le déclenchement d’une réponse inflammatoire en post-partum est
physiologique. L’inflammation pathologique se distingue de la physiologique par sa
sévérité, sa durée et le moment post-partum ou elle est la plus prononcée (LeBlanc 2012).

Ainsi endométrite et cervicite, présentes 3 semaines apreés le part, sont pathologiques.
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3. DEFICIT ENERGETIQUE ET INFLAMMATION

De nombreuses études suggérent que certains aspects du métabolisme énergétique,
notamment la lipomobilisation, peuvent avoir un impact négatif sur la réponse
inflammatoire peripartum. Un dysfonctionnement ou un déreglement de la réponse
inflammatoire pourrait étre le lien commun entre I'augmentation de la fréquence des
maladies métaboliques et de celle des maladies infectieuses au cours de cette période. Bien
qgu’aucun lien de causalité n’ait été établi, de nombreuses preuves suggerent que le
développement de maladie métaboliques et infectieuses pendant cette période est

symptomatique d’un dysfonctionnement du systeme immunitaire (Sordillo et Raphael 2013).

a. Al'échelle des « voies inflammatoires »

L'augmentation de la lipomobilisation pendant le peripartum modifie a la fois la
concentration et la composition en acides gras non estérifiés (AGNE) plasmatiques. En effet,
le palmitate, le stéarate et I'acide oléique sont les acides gras prédominants autour du
vélage, tandis que la quantité d’acide eicosapentaénoique (EPA) et d’acide
docosahexaénoique (DHA) diminue par rapport au début de la gestation (Sordillo et Raphael

2013).

i. Activation de la voie NFkB par les AGNE

Comme vu précédemment (2.b.i.), la voie NFkB active I'expression des genes de
I'inflammation, conduisant a I'établissement d’une réponse pro-inflammatoire par synthéese
de cytokines, chimiokines et molécules d’adhésion vasculaire. La voie NFkB peut étre activée

par tous les récepteurs TLR (FIGURE 6).

Or les AGNE, dont I'acide palmitique (C16:0) et stéarique (C18:0), peuvent activer le
TLR-4 et ainsi initier la réponse inflammatoire via la voie NFkB. De méme le TLR-2 peut aussi
étre activé par les acides gras saturés tel que I'acide dodécanoique (C12:0) (Nguyen et al.

2007 ; Contreras et Sordillo 2011).
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En outre, les AGNE oméga 3 polyinsaturés (DHA, EPA) inhibent la production de

NFkB, allant dans le sens d’une suppression de la réaction inflammatoire. Or les

concentrations en oméga 3 diminuent au cours de la période de transition.

inflammatoire.

Conclusion : les AGNE libérées au cours du peripartum exercent donc une action pro-

ii. Production de médiateurs pro-inflammatoires

Les acides gras polyinsaturés oméga 3 (DHA, EPA...) et oméga 6 (acide arachidonique...) sont

des substrats pour les médiateurs lipidiques (FIGURE 8).
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FIGURE 8 : Synthése des médiateurs lipidiques
DHA : acide docosahexaénoique, EPA : acide eicosapentaénoique, LOX : lipoxygenase, COX : cyclooxygenase

Ainsi 'acide arachidonique est le précurseur des eicosanoides

Prostaglandines
Thromboxanes
Prostacyclines

leucotriénes,

prostanoides (prostaglandines, thromboxane, prostacycline). DHA et EPA sont quant a eux

des précurseurs des lipoxines, des résolvines et des protectines.

Or les médiateurs lipidiques sont des modulateurs, positifs ou négatifs selon les

molécules, de la réponse inflammatoire.
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Nous pouvons citer comme médiateurs lipidiques pro-inflammatoires (Calder 2005) :

- la prostaglandine PGE,, qui induit de la fiévre, augmente la perméabilité vasculaire et

la vasodilatation et induit la production d’interleukine 6 par les macrophages ;

- le leucotriene LTB, qui augmente la perméabilité vasculaire, induit le relargage
d’enzymes lysosomiales et augmente la production de cytokines inflammatoires

TNFa, IL-1 et IL-6.

De méme, nous pouvons citer comme médiateurs lipidiques anti-inflammatoires (Kohli et

Levy 2009) :

- les résolvines RvD1 et RvE2 qui réduisent linfiltration des neutrophiles et

I’expression/sécretion de cytokines pro-inflammatoires ;

- larésolvine RvD2 qui diminue l'interaction leucocytes-cellules endothéliales et réduit

I'inflammation associée aux infections bactériennes ;

- la résolvine RvE1l qui réduit la mobilisation des neutrophiles vers les foyers

inflammatoires et facilite I'élimination des peptides inflammatoires de ces foyers.

Comme vu précédemment, le profil typique des AGNE autour du vélage est une
augmentation des concentrations en oméga 6 et une diminution des concentrations en
oméga 3. Ainsi la quantité de médiateurs lipidiques pro-inflammatoires augmente tandis

celle de médiateurs anti-inflammatoires diminue.

Conclusion : I'équilibre entre médiateurs lipidiques pro-inflammatoires et anti-
inflammatoires penche plutét du coté des substances pro-inflammatoires autour du

vélage.

iii. Modification de I'expression des enzymes cyclo-oxygénases

En plus d’étre des substrats, les acides gras peuvent aussi modifier I'expression
génique des enzymes COX. Par exemple le palmitate (C16:0) et le stéarate (C18:0) peuvent
induire I'expression de COX, dans les leucocytes par |'activation du TLR4 (Contreras et

Sordillo 2011).




Au contraire, les acides gras polyinsaturés oméga 3 peuvent diminuer I'expression de

COX2 dans les cellules endothéliales (via la voie NFKB comme vu précédemment).

Ainsi autour du vélage la quantité de COX2 augmente et par voie de conséquence la

possibilité de synthétiser des facteurs pro-inflammatoires.

Les actions pro- et anti-inflammatoires des acides gras polyinsaturés oméga 3 et oméga 6
sont résumées dans la FIGURE 9.
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FIGURE 9 : Actions pro- et anti-inflammatoires des acides gras polyinsaturés oméga 3 et 6 (Calder, 2005)

iv. Stress oxydatif et inflammation

Des études in vitro et in vivo appuient I'idée que le stress oxydatif pendant la période
de transition joue un roOle important dans le dysfonctionnement inflammatoire et
immunitaire chez la vache laitiere. En effet, le stress oxydatif accroit I'inflammation primaire
via l'activation de voies pro-inflammatoires. Par exemple, les ROS peuvent activer la voie
NFkB et ainsi augmenter |'expression de plusieurs cytokines inflammatoires (TNFa, IL1J, IL6
et IL8) et de molécules vasculaires d’adhésion (ICAM-1, VCAM-1) chez la vache. En outre, le
TNFa peut accroitre la formation de ROS dans les mitochondries des macrophages et des
cellules endothéliales et donc augmenter l'intensité du stress oxydatif (Sordillo et Raphael

2013).

Conclusion : Stress oxydatif et inflammation sont étroitement liés et agissent de facon

synergique pour aggraver les désordres pathologiques du péri-partum.
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b. A l'échelle cellulaire

L’essentiel de la population phagocytaire qui afflue vers la lumiere utérine est constituée
par les granulocytes neutrophiles. Le caractere fonctionnel des neutrophiles peut étre évalué
selon 6 criteres: la migration aléatoire, la chimiotaxie, la capacité d’ingestion, I'activité
myéloperoxydase (qui mesure la capacité a tuer des bactéries), la production de superoxyde
(produit intermédiaire formé lors de burst oxydatif) et la cytotoxicité cellulaire dépendante
des anticorps (Cai et al. 1994). Le burst oxydatif correspond a une brusque augmentation de
la consommation d’oxygéne en réponse a un stress infectieux, qui conduit a la formation de
dérivés oxygénés (FIGURE 10). Comme vu précédemment, les dérivés oxygénés ont des effets

toxiques sur les agents infectieux (Weill et Batteux 2003).
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FIGURE 10 : Métabolisme oxydatif du neutrophile (Reeves, 2002)

La fonction immunitaire des monocytes est quant a elle évaluée par leur prolifération

et la production d’interféron y.

i. Perturbation de la fonction des macrophages et neutrophiles en peripartum

Les macrophages et neutrophiles ont besoin de beaucoup d’énergie pour assurer leur
fonction antimicrobienne. Le glucose étant la principale source d’énergie, I'importante
diminution de la glycémie pendant le péri-partum affecte les cellules immunitaires en

limitant la quantité d’énergie disponible (Sordillo et Raphael 2013).
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Impact des AGNE sur la fonction immunitaire des leucocytes

In vitro, I’activité phagocytaire des neutrophiles, n’est pas affectée par I'ajout d’AGNE

dans le milieu et ce quelle qu’en soit la concentration (Scalia et al. 2006). Cependant, la

capacité des neutrophiles a produire des formes réactives de |'oxygéne est tres variable

selon la concentration en AGNE avec laquelle les neutrophiles sont incubés. Scalia et al.

(2006) ont montré que des concentrations faibles a modérées d’AGNE (0,0625, 0,125, 0,25

et 0,5 mM) induisent une diminution significative du burst oxydatif, ce qui n’est pas vérifié

aux fortes concentrations (2mM). Ster et al. (2012) ont quant a eux obtenu que des

concentrations élevées en AGNE diminuent significativement le burst oxydatif (FIGURE 11).
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FIGURE 11 : Effet de la concentration en AGNE sur le burst oxydatif des polynucléaires (Ster et al., 2012)

En outre, la capacité des neutrophiles a tuer, mesurée par I’activité myéloperoxydase

des neutrophiles, est négativement corrélée a la concentration en AGNE pendant la

premiere semaine post-partum (Hammon et al. 2006 ; FIGURE 12).
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FIGURE 12 : Relation entre I'activité myéloperoxydase des neutrophiles et la concentration plasmatique en

AGNE (r=0.44, p < 0.0001) (Hammon et al., 2006)
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De plus, les AGNE ont un effet sur la prolifération des monocytes: plus la
concentration en AGNE est grande, moins la prolifération des monocytes est importante

(Ster et al. 2012).

Enfin, les AGNE semblent avoir un effet négatif sur la sécrétion d’interféron y par les

monocytes (Ster et al. 2012).

iii. Impact des BHB sur I'activité des leucocytes

L’élévation sérique des corps cétoniques tend a inhiber I'activité des neutrophiles
dans le sang et le lait. En effet, la capacité chimiotaxique des leucocytes de vaches ayant une
concentration sanguine élevée en BHB (béta-hydroxybutyrate) (>1,6 mM) est
significativement plus faible que celle de vaches ayant une concentration faible en BHB (<0,8

mM) (Suriyasathaporn et al. 1999).

Hoeben et al. (1997) ont quant a eux montré jn vitro qu’une concentration en acide
butyrique correspondant a un état de subcétose chez la vache (1 a 2,5 mM) induit une
inhibition significative sur l'activité de burst oxydatif des PMN (polymorphonuclear)

comparée a I'effet qu’a une concentration normale (0,01 a 1 mM).

La prolifération et la production d’interféron y par les monocytes ne semblent pas

étre affectées par les BHB (Ster et al. 2012).

Conclusion : Un déficit énergétique perturbe donc I’activité des PMN et des monocytes, ce
qui pourrait expliquer en partie la plus grande susceptibilité vis-a-vis d’infections locales et

systémiques des vaches en post-partum.

Sur la FIGURE 13 sont résumés les effets des métabolites énergétiques sanguins a la fois a

I’échelle des voies inflammatoires et a I'échelle du neutrophile.
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FIGURE 13 : Résumé des actions des métabolites énergétiques sanguins a I’échelle des « voies inflammatoires » et a I’échelle du
neutrophile
ROS = Reactive Oxygene Species ; AGNE = Acides Gras Non Estérifiés ; BHB = Béta-hydroxybutyrate, NFKB = Nuclear Factor-kappa B

Un déficit énergétique perturbe donc le systéeme immunitaire, ce qui rend les vaches plus

susceptibles vis-a-vis d’infections locales et systémiques en post-partum.

Nous pouvons alors poser I’hypothése suivante : un bilan énergétique négatif pourrait
avoir un impact sur l'inflammation génitale en post-partum. Plus précisément nous
pouvons nous demander si les marqueurs d’un déficit énergétique peuvent permettre, en

pratique, de prédire la survenue d’une inflammation génitale.
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4. LES OUTILS A DISPOSITION DU VETERINAIRE

Nous verrons dans cette partie les différents indicateurs énergétiques qui pourraient
étre mesurés pour prédire une future inflammation génitale si ’hypothése citée-ci-dessus
est vérifiée. Nous verrons également quelle est la méthode de référence pour détecter une

inflammation génitale.

a. Les indicateurs d’un déficit énergétique

Nous détaillerons ici seulement les parameétres facilement mesurables par le vétérinaire

qui sont le plus révélateurs d’un déficit énergétique et qui fournissent une réponse rapide.

Nous verrons également a quel moment autour du peripartum il est le plus judicieux de

les mesurer.

i Les AGNE

Comme vu précédemment, les AGNE proviennent de la lipomobilisation. Ils
permettent de mettre en évidence un bilan énergétique négatif (Adewuyi et al. 2005) : en

effet, ils sont fortement corrélés au bilan énergétique (Raboisson et Schelcher 2009).

La valeur seuil utilisée pour évaluer un déficit énergétique trop important 2 a 14 jours
avant vélage varie selon les auteurs de 0,3 mmol/L (Ospina et al. 2010 ; Chapinal et al. 2011)
a 0,5 mmol/L (Leblanc et al. 2005) ; et celle aprés le vélage est de 0,72 mmol/L (Ospina et al.
2010).

Le dosage des AGNE peut se faire sur sérum par des laboratoires ; la méthode de référence
est la chromatographie en phase gazeuse. Les résultats sont parfois longs a obtenir. Un des
objectifs de la these est de valider 'utilisation d’un nouvel appareil qui permettrait de doser

les AGNE directement au cabinet (VetPhotometer® ; Diaglobal GmbH, Berlin, Allemagne).

ii. Les corps cétonigues

Le BHB est un des 3 corps cétoniques fabriqués en grande quantité lors d’un déficit
énergétique. Lorsque la quantité d’AGNE excede la capacité du foie a les oxyder
complétement, la quantité de corps cétoniques augmente (Leblanc 2010). Son dosage dans
le sang constitue le Gold Standard pour diagnostiquer une cétose (clinique et subclinique),
entre 5 et 50 jours apres le vélage (Duffield et al. 2009). Les seuils varient selon les auteurs

entre 1,00 mmol/L (Ospina et al. 2010) et 1,40 mmol/L (Duffield et al. 2009).
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Les méthodes de dosage du BHB dans le sang peuvent étre réalisées en laboratoire ou au
chevet de I'animal via des lecteurs portables tel que le lecteur Optium Xceed® (ABBOTT
France). Lorsque la cétose subclinique est définie par une concentration sanguine en BHB >
1,2 mmol/L, la sensibilité et la spécificité de cette méthode dans le diagnostic de cétose
subclinique sont respectivement de 85% et 94% et si elle est définie par une concentration
sanguine = 1,4 mmol/L alors elles sont respectivement de 90% et 98% (Voyvoda et Erdogan
2010).

Les corps cétoniques étant excrétés dans l'urine, il est également possible de les y
détecter. Il est possible de le faire au chevet de I'animal a I'aide, par exemple, de bandelette
KetoStix® (Bayer Diagnostics Europe Ltd., Dublin, Irlande). La sensibilité et la spécificité ont
été établies respectivement a 78% et 99% (Krogh et al. 2011).

Enfin il est possible de les détecter dans le lait, a I'aide de bandelettes (KetoLac® par
exemple (Sanwa Kagaku Kenkyusho Co. Ltd., Nagoya, Japon)) ou par des modules d’analyse
installés sur le robot de traite. La sensibilité et la spécificité des bandelettes KetolLac® sont

respectivement de 58% et 99% (Krogh et al. 2011).

iii. Cinétique des AGNE et des BHB

L'apparition des AGNE est plus précoce que celle des BHB, comme le montre la
FIGURE 14. Les AGNE sanguins permettent de mettre en évidence une lipomobilisation
excessive avant méme que la vache n’ait vélé. Ainsi en pratique les AGNE constituent un bon
indicateur dans les deux derniéres semaines avant le vélage et les BHB dans les deux

semaines apres le vélage.

— — Balance
énergétique

FIGURE 14 : Cinétique des AGNE et du BHB lors du péri-partum chez la vache laitiére
(d'apres Staufenbiel et Spieser, 2012)
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iv. La note d’état corporel

Le niveau énergétique, qu’il soit positif ou négatif, se traduit par un changement des réserves
de graisses. La notation de I'état corporel des bovins permet de déterminer approximativement les
réserves corporelles mobilisables dont ils disposent. L'échelle de note la plus utilisée va de 1
(animaux extrémement maigres) a 5 (animaux extrémement gras) et les subdivisions peuvent aller de
0,25 a 0,5 points (Edmonson et al. 1989 ; Ferguson et al. 1994). La note d’état corporel (NEC) est
évaluée selon l'apparence des tissus graisseux recouvrant les éminences osseuses de la région
pelvienne (notamment sur les processus transverses et épineux des vertébres lombaires, les
tubérosités iléales et ischiales, le ligament sacro-iliaque et ischio-coccygien). La couverture graisseuse

peut étre évaluée par palpation et/ou inspection visuelle (Ferguson et al. 1994).

Les recommandations pour la note d'état corporel au vélage sont généralement comprises
entre 3 et 3,5 sur une échelle allant de 0 a 5 (Enjalbert 2003 ; Roche et al. 2009) et elle doit baisser de

moins de un point en début de lactation (Enjalbert 2003 ; Lépez-Gatius et al. 2003) (FIGURE 15).
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FIGURE 15 : Evolution souhaitable de I’état corporel en peripartum (Enjalbert, 2014)

La méthode de notation est subjective, mais reste une référence car elle est non invasive
et précise. Pour garantir la répétabilité et la fiabilité de la notation, des arbres décisionnels
ont été créés avec des schémas et des descriptions précises afin de définir toutes les

caractéristiques correspondantes a une NEC (Annexe 1).
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b. La détection de I'inflammation génitale

Nous parlerons principalement de la méthode de référence, puisque c’est en se
comparant a celle-ci que nous pourrons confirmer ou infirmer notre hypotheése. Il s’agit de la
cytologie génitale, cervicale pour détecter une inflammation du col, et utérine pour détecter
une inflammation de I'utérus. Les cellules cervicales et endométriales sont collectées a I'aide
d’une cytobrosse ou par lavage utérin, puis étalées sur une lame avant de les dénombrer au

microscope (Madoz et al. 2014).

Cette méthode est peu envisageable en pratique en raison de sa difficulté (elle nécessite
un cathétérisme cervical) et du temps qu’elle exige (préléevement, coloration, préparation,

lecture du frottis), et ce malgré son faible co(t en matériel (Fournier et al. 2014).

Ainsi il serait intéressant de pouvoir s’affranchir de cette méthode pour détecter une
inflammation génitale. D’autant plus que les autres méthodes de diagnostic utilisées
aujourd’hui ont peu de valeur diagnostique en comparaison a la cytologie génitale (TABLEAU
2). En effet, 'appréciation du tonus utérin et I’évaluation du diametre cervical et des cornes
par palpation transrectale conduisent a une forte proportion de faux positifs et a une faible

sensibilité (25% a 43%) ; la recherche de liquide a I'échographie conduit également a une

\

forte proportion de faux positifs (47%) et a une faible spécificité (42%), tout comme

I’examen des sécrétions vaginales (respectivement 53% et 56%) (Fournier et al. 2014).

TABLEAU 2 : Comparaison de la valeur diagnostique de différentes techniques de détection des endométrites
en comparaison de la cytologie utérine @ (Fournier et al., 2014)

METHODE/CRITERE SENSIBILITE SPECIFICITE ““

Palpation transrectale :
diamétre cervical = 7,5 cm

Palpation transrectale : 25% 85 % 56 % 60 %
diamétre d'une corne =4 cm

Palpation transrectale : 43 % 47 % 38 % 52 %
consistance utérine anormale®

Echographie : 69 % 42 9% 47 % 64 %
présence de liquide

Examen des sécrétions vaginales : 60 % 83% 73% 73 %
score 3 ou 42!

Examen des sécrétions vaginales : 80% 53% 56 % 78 %
score 2, 3 ou 49

Sensibilité = vrais positifs/(vrais positifs + faux négatifs)

Spécificité = vrais négatifs/(vrais négatifs + faux positifs)

Valeur prédictive positive (VPP) = vrais positifs/(vrais positifs + faux positifs)

Valeur prédictive négative (VPN) = vrais négatifs/(vrais négatifs + faux négatifs)

(1) Auseuil de 6% de neutrophiles, étude chez 93 vaches holstein entre 21 et 35 jours post-partum

(2) Dure ou pateuse

(3) Score 2 : mucus trouble ou rares avec des flocons de pus ; score 3 : mucus contenant moins de 50% de
pus : score 4 : mucus contenant plus de 50% de pus
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Enfin, des études récentes ont mis en évidence que le test a I'estérase leucocytaire
sur mucus utérin a 'aide de bandelettes urinaires Multistix® (Bayer, Dublin, Irlande) pourrait
étre une alternative a la cytologie endométriale pour détecter les endométrites
subcliniques : en effet, 3 études sur 4 indiquent une sensibilité satisfaisante associée a une
trés bonne spécificité (respectivement 83% et 94% pour I'étude menée par Santos et al.

(2006) par exemple) (Fournier et al. 2014).

Notre travail expérimental a analysé au cours de suivis longitudinaux le statut
énergétique de 118 vaches issues de 10 élevages commerciaux de 14 jours pré-partum a 35
jours post-partum et I'état inflammatoire de leur appareil génital de 21 a 35 jours post-

partum.

Les questions biologiques posées sont les suivantes :
- est-il possible en pratique de prédire la survenue d’une inflammation génitale a I'aide
des indicateurs du métabolisme énergétique ;
- et en particulier une inflammation génitale peut-elle étre prédite jusqu’a 2 semaines
avant le vélage a l'aide de ces indicateurs ;
- valider l'utilisation du Vetphotometer®, appareil qui pourrait permettre de doser les

AGNE au cabinet vétérinaire.
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ETUDE EXPERIMENTALE
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1. MATERIELS ET METHODES

a. Echantillon d’étude

i. Elevage
Entre le 4 mars et le 12 juin 2015, 143 vaches laitieres de race Prim’Holstein ont été
recrutées pour cette étude. Ces 143 vaches proviennent de 10 exploitations différentes,
toutes situées en Bretagne dans les Cotes-d’Armor (22) et font partie de la clientéle du
groupement vétérinaire de la Rance, situé a Broons. Ces exploitations sont de taille variable
(65 a 110 vaches en lactation) et la production moyenne par vache est située entre 8000 et
10 300 L. Les exploitations sont équipées de salle de traite conventionnelle, de traite rotative
ou encore de robot. Le nombre de vaches recrutées pour |'étude varie de 4 a 24 selon les

exploitations.

Toutes les exploitations font parties d’un programme de suivi de reproduction par le Dr.
Engel, le Dr. Berger ou par I'inséminateur, ce qui était un critere de recrutement a I'étude.

L’adhésion a cette étude a été basée sur le volontariat de la part des éleveurs.

ii. Critere d’inclusion

Les vaches incluses dans cette étude sont toutes les vaches de race Prim’Holstein des 10

exploitations sélectionnées qui ont été inséminées entre le 07 juin 2014 et le 15 ao(t 2014.

iii. Critere d’exclusion

Toutes vaches ayant vélé avant 270 jours de gestation, ayant subi une césarienne ou ayant
présenté une mammite colibacillaire étaient exclues de I'étude. Ainsi 10 vaches ont été
exclues pour avoir vélé prématurément et 1 vache pour avoir présenté une mammite

colibacillaire post-partum. Aucune vache incluse dans I'’étude n’a subi de césarienne.

b. Protocole expérimental

Toutes les informations préalables a I'étude (date d’IA (Insémination Artificielle) fécondante,

date de tarissement, rang de lactation a venir, nombre d’IA avant IA fécondante, production
au cours de la lactation précédente) ont été recueillies a I'aide du logiciel VETELEVAGE®

(SNGTV, Paris, France) ou aupres des éleveurs.



Chaque vache est vue au moins 3 fois (FIGURE 16) :

- la 1°™ fois a 270 jours post IA fécondante, afin que le prélevement soit effectué dans
les 14 a 3 jours avant le vélage (en visant un vélage a 280 jours post IA fécondante).
Deux tubes secs sont alors prélevés, afin d’échantillonner deux aliquots de sérum
pour le dosage des AGNE. Au cours de cette premiére visite, I’état corporel est noté
avec deux méthodes différentes. Si la vache n’a pas vélé dans les 280 jours apres I'lA

ere

fécondante, une 17 visite « bis» est réalisée, et les mémes prélevements de

nouveau effectués.

- la 2°™ fois dans les 3 3 14 jours qui suivent le vélage. Au cours de cette deuxieme
visite, I'’état corporel de la vache est de nouveau évalué avec les deux mémes
méthodes. Des prélevements de sang sont alors effectués sur 4 tubes : un sur tube
sec pour doser les AGNE, deux sur tubes héparinés pour doser le calcium, et un sur
tube EDTA pour une étude ultérieure sur la génétique. Les informations sur le

déroulement du vélage sont également recueillies au cours de cette visite.

- 1a 3°™ fois dans les 21 a 35 jours apreés le vélage. Au cours de cette troisiéme visite,
I’état corporel de la vache est de nouveau évalué avec les deux mémes méthodes et
une note d’aplomb est attribuée. Les sécrétions vaginales recueillies a I'aide d’une
main gantée introduite dans le vagin sont alors scorées et des frottis cytologiques du
col utérin puis de l'utérus sont réalisés. Quatre pots de lait annotés sont laissés a
I’éleveur pour chacune des vaches prélevées au cours de cette visite, afin que celui-ci
collecte du lait des quatre quartiers au cours de la traite du lendemain matin. Les
informations concernant I'état de santé de I'animal sont également recueillies au

cours de cette visite.

Le jour de la 3°™ visite, les frottis utérins et cervicaux sont lus afin de déterminer si la vache

a ou non une inflammation de I'appareil génital.

éme éme

Le lendemain de la 37" visite, une 4™ visite est effectuée afin de récupérer les pots de lait
et de traiter éventuellement I'inflammation génitale (céfapirine 500 mg, Métricure®, MSD,

Beaucouzé, France).

Une fiche par animal a été créée afin d’y consigner toutes les informations (Annexe 2).
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INFORMATIONS PREALABLES

- Numéro de travail

- Date de tarissement INFORMATIONS VELAGE
- Rangde lactation a - Date
venir

- Assistance ou non

- Production laitiere de .
- Veau vivant ou non

la lactation

précédente

Visite 2

< > < > < > <>
[14-3] jours avant vélage [3-14] jours aprés vélage  [21-35] jours apres vélage ~ Lendemain visite n°3

FIGURE 16 : Protocole expérimental
NEC = note d’état corporel, AGNE = acides gras non estérifiés, BHB= béta-hydroxybutyrate

c. Prélevements

i. ldentification des prélevements

Chaque vache recevait un numéro d’identification selon ce schéma : initiales de I'élevage

suivi d’un chiffre correspondant a la n-ieme vache incluse dans cet élevage.

Ex : BJ 2> 2°™ vache de I'élevage « Bois Julienne » incluse dans I'étude.
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Chaque prélevement sanguin était centrifugé puis aliquoté. Le code sur 'aliquot était alors le
suivant : numéro d’identification de la vache suivi de M1 s’il s’agissait du préléevement réalisé
lors de la premiere visite en vue du dosage d’AGNE, de M2 s’il s’agissait du prélevement
réalisé lors de la deuxieme visite en vue du dosage d’AGNE ou de M3 s’il s’agissait du

prélevement réalisé lors de la deuxieme visite en vue du dosage de calcium.

Ex: BS 3 — M2-> élevage Beau Soleil, 3°™ vache incluse dans I'étude dans cet
élevage, sérum provenant du tube sec prélevé lors de la deuxieme visite en vue du dosage

d’AGNE.

Enfin, chaque lame sur laquelle était étalé le produit du prélévement de la cytobrosse était
identifiée de cette maniere : numéro d’identification de la vache, suivi de C ou de U selon si
le prélévement provenait du col ou de l'utérus, suivi de I, 11, lll ou IV s’il s’agissait du 1°, 2°,

3° ou 4° étalement a partir d’'une méme cytobrosse.

Ex: LA 4 - U ll-> Elevage « Lefeuvre Alix », 4°™ vache incluse dans cet élevage,

prélévement réalisé dans I'utérus, 2°"¢ étalement.

ii. Prélevements sanguins pour le dosage d’AGNE

Les échantillons sanguins en vue du dosage d’AGNE sont prélevés entre 14 et 3 jours avant
vélage (au cours de la visite n°1) puis entre 3 et 14 jours apres vélage (au cours de la visite

n°2) au niveau de la veine coccygienne. Tous les prélévements sont réalisés sur tube sec
sous-vide de 5 mL (VenoSafe®, Terumo Europe NV, Leuven, Belgique) avec une aiguille de 22
G puis sont immédiatement identifiés. Les préléevements sont ensuite conservés a 4°C dans
les 4 heures suivant le préléevement et centrifugés dans les 24 heures (EBA llI, Hettich®,

Tuttlingen, Allemagne). Le sérum est alors prélevé avec une micropipette 1000 uL et placé

dans un microtube de 2 mL qui est immédiatement conservé a -20°C jusqu’a analyse.

iii. Prélevements sanguins pour le dosage des BHB

Les prélevements de sang en vue de doser les corps cétoniques sont prélevés entre 3 et 14

jours aprés vélage au niveau de la veine coccygienne avec une aiguille de 18G. Le sang total



est alors placé sur la bandelette et la valeur des BHB est directement lue sur le lecteur
Optimum Xceed® (Abbott, Rungis, France). Le résultat n’est pas communiqué a I’éleveur afin
gu’aucun traitement ne soit administré dans le cas ou la valeur serait élevée et pour ainsi ne

pas biaiser I'étude.

iv. Prélevements des sécrétions vaginales

Le nettoyage de la zone péri-anale nécessite deux opérateurs et se déroule ainsi:
I'opérateur n°1 introduit son bras ganté dans le rectum de la vache et vide celui-ci.
L’opérateur n°2 tient alors la queue de la vache sur le c6té afin de dégager la zone péri-anale
pendant que l'opérateur n°1 réalise trois séries de lavage a I'aide d’eau tiede et de savon
antiseptique (Vétédine savon® Vétoquinol, Lure, France). La zone péri-anale est ensuite
séchée a l'aide de papier absorbant. Le manipulateur n°1 introduit alors sa main droite
gantée (Sensigan®- gant d’exploration, Génia, Saint-Hilaire-de-Chaléons, France) dans le
vagin de la vache et progresse jusqu’au col de I'utérus. Il recueille les sécrétions vaginales
présentes sur le plancher du vagin et aprés retrait de sa main, il écarte ses doigts afin de
visualiser la transparence de celles-ci. Les deux opérateurs procédent enfin a la notation du

mucus vaginal.

v. Prélévements cytologiques cervical et utérin

Les frottis cytologiques cervicaux et utérins sont réalisés a I'aide d’une cytobrosse stérile
(Cytobrush® Plus GT, Medscand® medical, redistribuée par Alcyon, Paris, France) insérée
dans un pistolet d’insémination en acier inoxydable (Pistolet Kombicolor, IMV, I’Aigle,
France) de diametre interne de 4,1 mm. La cytobrosse est fixée a I'extrémité du pistolet a
I'aide d’Adhéroplaste® fibranne. Le montage est ensuite placé dans une gaine plastique
d’insémination artificielle afin de protéger la cytobrosse. Le tout est recouvert d’une
chemise sanitaire. Lors du montage, les opérateurs prennent bien garde de ne pas toucher
directement ni la cytobrosse, ni toute partie qui sera ensuite introduite dans I'utérus de la

vache.

La photo de la FIGURE 17 illustre le matériel nécessaire pour réaliser les prélevements

cytologiques en élevage.
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FIGURE 17 : Photo du matériel nécessaire pour réaliser les prélevements cytologiques

e Prélévement cytologique cervical

L'opérateur n°1 introduit sa main gantée préalablement lubrifiée (GELECOgraphic®, Qalian,
Segré, France) dans le rectum de la vache et saisit le col de 'utérus. L'opérateur n°2 lui tend
le pistolet d’'insémination monté et écarte les lévres de la vulve afin que celui-ci puisse
insérer le montage dans le vagin sans difficulté. L'opérateur n°1 fait alors progresser le
pistolet en le guidant par voie transrectale jusque au 2°™® anneau du col. L'opérateur n°2
exerce alors une traction sur la chemise sanitaire afin de percer celle-ci. Le pistolet
d’insémination est ensuite poussé dans la gaine plastique afin de découvrir la cytobrosse.
Une rotation dans le sens horaire de la cytobrosse est réalisée afin de la frotter contre la
paroi du col. Le pistolet d’insémination est ensuite tiré afin de rentrer la cytobrosse dans la

gaine plastique, et tout le dispositif est sorti de I'animal.
e Prélevement cytologique utérin

Le préléevement cytologique utérin est réalisé de la méme maniére que le prélevement
cervical, a la différence que le pistolet d’insémination doit progresser jusque dans |'utérus,

apres avoir cathétérisé entierement le col.
e Réalisation des frottis

L'opérateur n°2 récupere le dispositif et extériorise la cytobrosse hors de la gaine plastique.
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Il fait alors rouler délicatement la cytobrosse sur des lames rodées, en veillant a ce que la
cytobrosse fasse au moins un tour complet. Le préléevement issu du col de I'utérus est étalé
sur au moins 2 lames, et celui issu du corps utérin sur au moins 3 lames. Le nombre de frottis
effectué peut varier selon I'imbibition de la cytobrosse. Les lames sont ensuite rangées dans

une boite porte-lame.

Au cabinet, toutes les lames sont colorées avec le kit RAL 555® (RAL Diagnostics, Martillac,

France).

d. Analyse des prélévements et notation

i. Dosage des AGNE

Cent échantillons ont été dosés par le laboratoire LABEO (Frank Ducombe, Caen, France)

avec un kit de la société RANDOX (Roissy-en-France, France).

L'ensemble des prélevements réalisés ont été dosés avec le lecteur VetPhotometer®
(Diaglobal GmbH, Berlin, Allemagne) (FIGURE 18). Il s’agit d’'un appareil qui mesure

I’'absorbance de I’échantillon par spectrophotométrie puis réalise le calcul suivant :
C [mmol/L] = 1.00 x Absorbance de I’échantillon / Absorbance du standard
Tous les résultats sont donc donnés en mmol/L.

Quatre séries de dosage ont été réalisées. Chaque série nécessite I'utilisation d’un kit, qui
permet de doser environ 50 échantillons. Avant chaque série de dosage, deux solutions de

réactifs ont été préparées puis laissées a température ambiante pendant 15 minutes.

a S
» //

J

FIGURE 18 : Appareil VetPhotometer
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e Préparation des échantillons

Chaque tube en verre est préalablement identifié au marqueur :

-« BLANC » pour le témoin négatif
-« STANDARD » pour le témoin positif
- 50 tubes avec le méme code que celui de I'aliquot sanguin (ex: BS3-M2 pour le

eme

prélevement lors de la 2" visite dans I’élevage Beausoleil).

- 1mL du réactif 1 est pipeté dans chaque tube ;

- 50uL d’eau sont pipetés dans le tube « BLANC », 50uL de solution standard dans le tube
« STANDARD » et 50pL de sérum de la vache a tester dans le 3°™ tube ;

Chaque tube est rebouché puis remué doucement ;

Nous laissons réagir 10 minutes a température ambiante ;

Chaque tube est débouché puis 0,5 mL de réactif R2 sont placés dans chacun des tubes ;

- Chaque tube est rebouché puis remué doucement : petit a petit les tubes se colorent plus
ou moins en violet ;

- De nouveau nous laissons incuber pendant 10 minutes a température ambiante.

e Mesure
Apres avoir sélectionné « NEFA » sur I'appareil, le tube « BLANC » est inséré. La valeur « 0 »
est alors lue sur 'appareil. Le tube « STANDARD » est ensuite inséré, ce qui permet de lire

sur I'appareil I'absorbance de la solution standard. Chaque échantillon est ensuite placé dans

I’appareil, la valeur de la concentration en AGNE en mmol/L est directement lue sur I’écran.
L’appareil mesure des concentrations situées entre 0,02 mmol/L et 4 mmol/L.

e Controble de la précision

Pour étudier la reproductibilité et la précision de la mesure avec I'appareil VetPhotometer?®,

nous avons calculé le coefficient de variation inter-essai et intra-essai.

Pour calculer le coefficient de variation intra-essai, nous avons dosé 5 fois le méme

échantillon au cours d’'une méme série, puis fait le calcul suivant :

CV % = (Ecart-type/moyenne) x 100
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Les résultats sont donnés dans le TABLEAU 3.

TABLEAU 3 : Données pour le calcul du coefficient de variation intra-essai
(Les résultats des dosages sont donnés en mmol/L)

Echantillon | Dosage 1 | Dosage 2 | Dosage 3 | Dosage 4 | Dosage 5 | Ecart-type | Moyenne CV %

FE15-M1 0,13 0,12 0,12 0,13 0,13 0,01 0,126 4,35

Le coefficient de variation intra-essai est donc de 4,35%, ce qui est tres faible (un coefficient

intra-essai<10% étant généralement considéré comme acceptable).

De méme, nous avons calculé le coefficient inter-essai en dosant 5 fois les mémes

échantillons au cours de 4 séries différentes (TABLEAU 4).

TABLEAU 4 : Données pour le calcul du coefficient de variation inter-essai
(Les résultats des dosages sont donnés en mmol/L)

Echantillon | Dosage 1 | Dosage 2 | Dosage 3 | Dosage 4 | Ecart-type | Moyenne CV%
BS1-M1 0,06 0,05 0,07 0,06 0,01 0,06 13,61
BS1-M2 1,17 1,08 1,32 1,28 0,11 1,21 8,97
BS2-M1 0,1 0,11 0,09 0,09 0,01 0,1 9,82
BS2-M2 0,46 0,7 0,94 0,91 0,22 0,75 29,54
BS3-M1 0,09 0,09 0,1 0,1 0,01 0,09 6,08

4 des 5 coefficients de variation inter-essai sont inférieurs a 15% (15% étant le seuil

acceptable). Le coefficient de variation inter-essai moyen est de 17,81%.

ii. Dosage des BHB

Tous les dosages de BHB ont été réalisés au chevet de I'animal a I'aide du lecteur portable
Optium Xceed® (Abbott, Rungis, France). Cet appareil donne une valeur de BHB en placant
une goutte d’au moins 1,5 uL sur la bandelette. La valeur est directement lue sur I'appareil

au bout de 10 secondes. L'unité est le mmol/L.

iii. Notation des sécrétions vaginales

Les sécrétions vaginales ont été notées directement apreés leur prélevement a I'aide d’une

grille de notation allant de 1 a 4 (FIGURE 19).



Score 1: Score 2: Score3: Score 4:
Mucus transparent Mucus trouble Mucus contenant Mucus contenant
moins de 50 % de pus plus de 50 % de pus

FIGURE 19 : Echelle de score pour le contenu vaginal (Deguillaume, 2010)

iv. Comptage cellulaire des frottis cervicaux et utérins

La lecture des frottis est réalisée par microscope optique (Olympus 41, Olympus, France),
tout d’abord au grossissement x 100 afin d’évaluer I’'homogénéité de la lame et de
rechercher une lecture de zone correcte, puis au grossissement x 1000 (objectif a
immersion) en faisant des créneaux. Un comptage des différentes cellules observées est
effectué a I'aide d’un compteur manuel. Deux cent cellules sont comptées par frottis. Seuls
les granulocytes neutrophiles matures (FIGURE 20) et les cellules épithéliales (agranulaire,

granuleuse ou squameuse) (FIGURE 201) sont pris en compte.
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FIGURE 20 : Granulocyte neutrophile FIGURE 21 : Cellules épithéliales

Pour pouvoir étre comptées, les cellules devaient posséder une membrane cytoplasmique et

une membrane nucléaire intégres. Les cellules anucléées et abimées n’étaient pas comptées.

Un maximum de 20 cellules sont comptées par champ et en cas d’amas cellulaire, seules

sont comptabilisées les cellules qui répondent au critéere précédent.

A l'issue de la lecture, la proportion de neutrophiles parmi les deux cents cellules comptées

par frottis est calculée.
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Les frottis ont été lus par les deux opérateurs. Afin d’écarter tout biais lié aux lecteurs, 20
lames ont été lues par les deux opérateurs. Quand le pourcentage de neutrophiles est <
15%, la différence dans le comptage du nombre de neutrophiles n’excede pas 4, ce qui
revient a une différence maximum de 2% entre les deux opérateurs. Pour une lecture il y a
eu une différence de 7 cellules (moyenne du taux de neutrophiles 16,75%) et une autre de 8
cellules (moyenne du taux de neutrophiles 74%) (TABLEAU 5). Le seuil pathologique étant de

5%, la concordance des deux lecteurs a donc été considérée comme bonne.

TABLEAU 5 : Comparaison des résultats de lecteurs entre les deux opérateurs
L1 et L2 : Nombre de neutrophiles comptés sur 200 cellules comptés par le lecteur 1 et le lecteur 2, L1-L2 : Différence du

nombre de neutrophiles comptés entre le lecteur 1 et le lecteur 2

L1 5130|128 |1|11|144| 1|0 |1 |20|107|143| 0| 0 |10|37|0 |5 |16
L2 534|410/ 0(10(152|3 | 0|0 |16|106|(146| 0 | O |10|30| O | 8 |18
L1-L2 oO|4|-2|-2|1|1| -8 |-2|]0|1]|4 1 -3 |10|0|0 |7 |0|-3]-2

v. Notation de I'état corporel

Au cours de nos visites, nous avons noté |'état corporel des animaux a l'aide :

- d’une grille de notation standardisée pour les vaches de race Prim'holstein (Annexe 1)

- du logiciel COW-Note (Obione, Macon, France). Aprés avoir identifié les animaux selon
différents criteres (parité, stade du tarissement ou de lactation), des photos de vaches
sont présentées. C'est en sélectionnant les photos qui ressemblent le plus a la vache

observée qu’une note est attribuée par le logiciel.

e. Analyse statistique des données

i. Outils statistiques

Les données de cette étude ont été analysées a I'aide du logiciel EXCEL® (Microsoft 2010) et

de TANAGRA® (Tanagra 1.4, Lyon, France).

ii. Tests statistiques

Les moyennes sont indiquées sous la forme moyenne + SD avec SD correspondant a I'écart-
type de la moyenne. Les médianes sont exprimées de la maniére suivante : médiane

[quartile 1 ; quartile 3].
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Pour tester la normalité de chacun des parametres, nous avons utilisé le test de Shapiro-
Wilk. Le test de Friedman’s ANOVA a été utilisé pour comparer des mesures répétées. La
corrélation entre les différents parametres a été testée avec le test Rho de Spearman. La
régression logistique binaire a été utilisée pour chercher I'influence d’une variable discrete
sur une variable continue. Le test des rangs de Mann-Whitney, test non paramétrique, nous
a permis de comparer les moyennes de deux échantillons. Les proportions ont quant a elles
été comparées avec le test du Chi%. Des courbes ROC ont été établies pour déterminer la

valeur seuil optimale d’un test.

Nous avons considéré deux valeurs significativement différentes si p<0,05.
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2. RESULTATS

a. Validation de l'utilisation du VetPhotometer sur le terrain

i. Données
Nous avons dosé la concentration sérique en AGNE de 100 vaches avec l'appareil

VetPhotometer® et avec la méthode utilisée par le laboratoire LABEO (FIGURE 22).

En ce qui concerne les résultats donnés par le laboratoire LABEO, les valeurs vont de 0,05

mmol/L a 2,15 mmol/L. La moyenne est de 0,59 mmol/L £ 0,52 mmol/L.

En ce qui concerne les résultats donnés par le Vetphotometer, les valeurs vont de 0,02

mmol/L a 1,25 mmol/L. La moyenne est de 0,34 mmol/L £ 0,29 mmol/L.

FIGURE 22 : Représentation de la concentration sérique en AGNE pour chaque prélévement en
fonction de la méthode utilisée. Les prélévements ont été classés par odre croissant de
concentration en AGNE avec la méthode de référence (LABEO : dosage au laboratoire;
VetPhotometer : dosage au cabinet avec I'appareil VetPhotometer)
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ii. Corrélation entre les deux méthodes

D’apres le test du coefficient de Spearman, on observe une trés bonne corrélation entre les

deux méthodes (r=0,96 ; p<0,001) (FIGURE 23).

25

y=1.7209x+ Q.0018

0 - T T T T
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4

VetPhotometer

FIGURE 23 : Corrélation entre les résultats obtenus avec le VetPhotometer et avec le laboratoire LABEO
Les chiffres indiqués sur les axes correspondent aux concentrations en AGNE (mmol/L)

Pour retrouver la concentration sérique réelle en AGNE a partir du VetPhotometer® il faut

compléter I'équation suivante :

[AGNE]LABEO =1,7209 x [AGNE]VetPhotometer +0,0018

iii. Détermination des seuils utilisés

Considérant que les seuils proposés par la littérature ont été établis au laboratoire, nous
avons calculé leur équivalent au VetPhotometer. L’équivalence des concentrations seuils que
nous utiliserons, conformément a celles que nous trouvons dans la littérature, sont établis

dans le TABLEAU 6.
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TABLEAU 6 : Détermination des seuils utilisés

Seuil avec la méthode de référence Seuil avec le VetPhotometer
0,3 mmol/L 0,17 mmol/L
0,4 mmol/L 0,23 mmo/L
0,6 mmol/L 0,34 mmol/L
0,7 mmol/L 0,41 mmol/L

b. Description de I'inflammation génitale

i. Formes cliniques

Nous avons noté les sécrétions vaginales de 117 vaches. Les formes cliniques d’inflammation
génitale sont définies par la présence de sécrétions muco-purulentes a purulentes
(Deguillaume 2010), c’est-a-dire lorsque la note des sécrétions vaginales est supérieur ou

égale a 3. Ainsi, 39% (46/117) des vaches présentent une forme clinique d’inflammation

génitale (FIGURE 24).
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FIGURE 24 : Distribution de la note des sécrétions vaginales entre 21 et 35 jours apreés vélage (n=117)

ii. Inflammation cervicale

Nous avons réalisé 118 frottis cervicaux. Le taux de neutrophiles varie de 0 a 77,25% (FIGURE
25). Si I'on prend la définition utilisée par Deguillaume et al. (2012), qui définissent une

inflammation cervicale par un taux de neutrophiles supérieur ou égal a 5% sur le frottis
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cervical,

alors 23% (27/118) des vaches sont atteintes de cervicite. Parmi les 77% (91/118)

des vaches qui n’ont pas de cervicite, 69% (63/91) ont un taux de neutrophiles inférieur a

1%.
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FIGURE 25 : Distribution des vaches selon le taux de neutrophiles cervicaux (n=118)

La médiane du taux de neutrophiles cervical est de 0,5% [0 ; 4,5] et la moyenne de 6% +

13%.

Parmi les primipares, 22% (8/37) sont atteintes de cervicite et parmi les multipares, 23%

(18/78) (FIGURE 26). Parmi les 3 vaches dont le rang de lactation est inconnu, une est atteinte

de cervicite.
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FIGURE 26 : Distribution des vaches avec cervicite et sans cervicite selon la parité (n=115)
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iii. Inflammation utérine

Nous avons réalisé 115 frottis utérins. Le taux de neutrophiles varie de 0 a 90% (FIGURE 27).
Si I'on prend la définition utilisée par Deguillaume et al. (2010) qui est qu’une inflammation
utérine est définie par un taux de neutrophiles supérieur ou égal a 6 % sur le frottis utérin,
47% (54/115) des vaches sont atteintes d’endométrite. Parmi les 53% (61/115) des vaches

qui n’ont pas d’endométrite, 44% (27/61) ont un taux de neutrophiles inférieur a 1%.
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FIGURE 27 : Distribution des vaches selon le taux de neutrophiles utérins (n=115)

La médiane du taux de neutrophiles utérin est de 4% [1; 16] et la moyenne de 13,5%

+20,5%.

Parmi les primipares, 44% (15/34) sont atteintes d’endométrite et parmi les multipares, 49%

(38/78) (FIGURE 28). Parmi les 3 vaches dont le rang de lactation est inconnu, une est atteinte

d’endométrite.

Parmi les vaches qui ont une endométrite, 59% (32/54) ont une forme clinique.
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FIGURE 28 : Distribution des vaches avec endométrite et sans endométrite selon la parité (n=112)

iv. Inflammation génitale

115 vaches ont été prélevées a la fois dans 'utérus et dans le col. Si I'on considére qu’une
vache a une inflammation génitale si au moins un des deux compartiments génitaux est
inflammé (endométrite et/ou cervicite), alors 53% (61/115) des vaches ont une
inflammation génitale. Parmi les vaches qui ont une inflammation génitale, 11% (7/61) ont
une cervicite sans avoir d’endométrite. Le statut inflammatoire de chaque compartiment est

résumé dans le TABLEAU 7.

TABLEAU 7 : Association entre état inflammatoire de I'utérus et du col (n=115)

Statut utérus
Inflammé Sain Total
Inflammé 20 7 27
Statut col (17,4%) (6,1%) (23,5%)
Sain 34 54 88
(29,6%) (47%) (76,6%)
Total >4 61 115
(47%) (53%) (100%)

Parmi les primipares, 44% (15/34) ont une inflammation génitale, 53% (41/78) parmi les

multipares.



c. Description de I’état énergétique des vaches

i. Note d’état corporel

e Entre 14 et 3 jours avant le vélage

Nous avons évalué I'état corporel de 116 vaches entre 14 et 3 jours avant le vélage. D’apres
la classification utilisée par Dubuc et al. (2010), 6% des vaches (7/116) ont une NEC< 2,75 ;
62% (72/116) ont une NEC comprise entre 3 et 3,5 et 32% (37/116) ont une NEC> 3,75

(FIGURE 29).
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FIGURE 29 : Distribution de la note d’état corporel entre 14 et 3 jours avant vélage (n=116)

La médiane des notes d’état corporel avant vélage est de 3,5 [3; 3,75] et la moyenne

également de 3,5+ 0,5.
La distribution des notes d’état corporel avant le vélage ne suit pas une loi normale (p=0,94).

Parmi les primipares, 3% (1/35) ont une NEC< 2,75 ; 54% (19/35) ont une NEC comprise
entre 3 et 3,5 et 43% (15/35) ont une NEC> 3,75.

Parmi les multipares, 7% (5/78) ont une NEC< 2,75; 65% (51/78) ont une NEC comprise
entre 3 et 3,5 et 28% (22/78) ont une NEC=> 3,75.

76



e FEntre 3 et 14 jours apres le vélage

Nous avons évalué I'état corporel de 118 vaches entre 3 et 14 jours aprés le vélage. 61%
(72/118) des vaches ont une NEC< 2,75 ; 35% (41/118) ont une NEC comprise entre 3 et 3,5
et 4% ont (5/118) une NEC> 3,75 (FIGURE 30).
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FIGURE 30 : Distribution de la note d’état corporel entre 3 et 14 jours aprés vélage (n=118)

La médiane des notes d’état corporel apres vélage est de 2,75 [2,5 ; 3] et la moyenne de 2,81

+0,45.
La distribution des notes d’état corporel aprés le vélage ne suit pas une loi normale (p=0,95).

Parmi les primipares, 50% (18/36) ont une NEC< 2,75 ; 44% (16/36) ont une NEC comprise
entre 3 et 3,5 et 6% (2/36) ont une NEC> 3,75.

Parmi les multipares 64% (51/79) ont une NEC< 2,75 ; 32% (25/79) ont NEC comprise entre 3
et 3,5 et 4% (3/79) ont une NEC> 3,75.

o Entre 21 et 35 jours apres le vélage

Nous avons évalué I'état corporel de 116 vaches entre 21 et 35 jours apres le vélage. 84%
(98/116) des vaches ont une NEC< 2,75 et 16% (18/116) ont une NEC comprise entre 3 et 3,5

(FIGURE 31).
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FIGURE 31 : Distribution de la note d’état corporel entre 21 et 35 jours aprés vélage (n=116)

La médiane des notes d’état corporel entre 21 et 35 jours post-partum est de 2,5 [2,25;

2,75] et la moyenne également de 2,5 + 0,4.

La distribution des notes d’état corporel entre 21 et 35 jours post-partum ne suit pas une loi

normale (p=0,94).

Parmi les primipares, 86% (30/35) ont une NEC< 2,75 et 14% (5/35) ont une NEC comprise

entre 3 et 3,5.

Parmi les multipares, 85% (66/78) ont une NEC< 2,75 et 15% (12/78) ont une NEC comprise

entre 3 et 3,5.

ii. Variation de la note d’état corporel

o fEffet temps

Dans un premier temps, nous avons regardé si le parameétre « note d’état corporel » pour

lequel nous répétions la mesure 3 fois, variait significativement au cours du temps.

La note d’état corporel évolue significativement au cours du temps (test de Friedman :

p<0,001), dans le sens d’une diminution (FIGURE 32).
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FIGURE 32 : Evolution de la note d’état corporel autour du vélage (n=116)

e Avant et apres le vélage

L’état corporel avant [-14 ; -3] et aprés [3; 14] vélage a été évalué sur 116 vaches. L’écart
entre les deux notes d’état corporel varie de 0 a 1,75. En se référant a la classification
utilisée par Lopez et al. (2002), 51% (59/116) des vaches ont une perte légére de NEC
(comprise entre 0 et 0,5 point), 38% (44/116) ont une perte modérée de NEC (comprise
entre 0,5 et 1 point) et 11% (16/116) ont une perte sévere de NEC (supérieur a 1 point)

(FIGURE 33).
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FIGURE 33 : Distribution de la variation de note d’état corporel (n=116)



La médiane est de 0,5 [0,5 ; 1] et la moyenne de 0,68 £ 0,4.

Parmi les primipares, 43% (15/35) ont une perte légére de NEC, 51% (18/35) ont une perte

modérée de NEC et 6% (2/35) ont une perte sévére.

Parmi les multipares, 53% (41/78) ont une perte légére de NEC, 33% (26/78) ont une perte

modérée de NEC et 14% (11/78) ont une perte sévere.

iii. Les AGNE

e Entre 14 et 3 jours avant le vélage

Nous avons dosé avec le VetPhotometer® la concentration en AGNE de 93 vaches entre 14
et 3 jours avant le vélage. La concentration en AGNE varie de 0,03 a 0,61 mmol/L. En se
référant a la définition d’Oetzel (2004), 27% (25/93) des vaches ont une concentration en
AGNE élevée (> 0,4 mmol/L avec la méthode de référence, soit > 0,23 mmol/L avec le
VetPhotometer). En outre, 40% (37/93) des vaches ont une concentration en AGNE 20,17
mmol/L (soit 0,3 mmol/L avec la méthode de référence), seuil retenu par Chapinal et al.
(2011), Ospina et al. (2013) et Kaufmann et al. (2010) comme étant celui au-dessus duquel

des effets négatifs sur la santé génitale sont observés (FIGURE 34).
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FIGURE 34 : Distribution de la concentration sérique en AGNE 14 a 3 jours avant le vélage (n=93)

La médiane de la concentration en AGNE est de 0,13 mmol/L [0,08 ; 0,23] et la moyenne de

0,17 £ 0,11 mmol/L.
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La concentration en AGNE avant le vélage ne suit pas une loi normale (p=0,85).

Parmi les primipares, 39% (9/23) ont une concentration en AGNE > 0,17 mmol/L et 30%
(7/23) ont une concentration en AGNE > 0,23 mmol/L et parmi les multipares 40% (27/67) et
27% (18/67) respectivement.

e Entre 3 et 14 jours aprés vélage

Chez 93 vaches entre 3 et 14 jours aprés le vélage, la concentration en AGNE varie de 0,02 a
1,25 mmol/L. D’aprés Ospina et al. (2013), 39% (36/93) ont une concentration en AGNE
élevée (= 0,41 mmol/L avec le VetPhotometer) aprés le vélage. En outre, 50% (46/93) des
vaches ont une concentration en AGNE > 0,35 mmol/L (soit 0,6 mmol/L avec la méthode de
référence), seuil retenu par Ospina et al. (2013) comme étant celui au-dessus duquel des

effets négatifs sur la santé génitale sont observés (FIGURE 35).
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FIGURE 35 : Distribution de la concentration sérique en AGNE 3 a 14 jours aprés vélage (n=93)

La médiane des concentrations en AGNE est de 0,34 [0,21 ; 0,52] et la moyenne de 0,39 +

0,27 mmol/L.
La concentration en AGNE apres le vélage ne suit pas une loi normale (p=0,89).

Parmi les primipares, 48% (11/23) ont une concentration en AGNE > 0,41 mmol/L et 70%
(16/23) ont une concentration en AGNE > 0,35 mmol/L et parmi les multipares 39% (26/67)

et 46% (31/67) respectivement.
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e \Variation de la concentration en AGNE

Dans un premier temps, nous avons regardé si la concentration sérique en AGNE variait

significativement au cours du temps.

La concentration sérique en AGNE évolue significativement au cours du temps (test de

Friedman : p<0,001), dans le sens d’'une augmentation (FIGURE 36).
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FIGURE 36 : Evolution de la concentration sérique en AGNE autour du vélage (n=91)

Les concentrations en AGNE avant et aprés le vélage ont été dosées sur 91 vaches. La

différence entre le 1°" et le 2°™ dosage varie de -0,45 a 1,11 mmol/L (FIGURE 37).
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FIGURE 37 : Distribution de la variation de concentration sérique en AGNE (n=91)

La médiane de la variation de la concentration sérique en AGNE entre 2 dosages est de 0,16

mmol/L [0,05 ; 0,37] et la moyenne de 0,22 + 0,28 mmol/L.



iv. Les BHB

Nous avons dosé les BHB de 118 vaches. Les concentrations varient de 0,3 a 5,4 mmol/L
(FIGURE 38). En se référant au seuil utilisé par Voyvoda et Erdogan (2010), 34% (40/118) des
vaches sont en cétose (= 1,4 mmol/L). De plus, 51% (60/118) des vaches ont un seuil en BHB
> 1,1 mmol/L, qui correspond au seuil au-dessus duquel des répercussions sur la santé

génitale sont observées (Dubuc et al. 2010b).
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FIGURE 38 : Distribution de la concentration sanguine en BHB 3 a 14 jours aprés vélage (n=118)

La médiane de la concentration en corps cétoniques est de 1,1 mmol/L [0,8; 1,6] et la

moyenne de 1,37 + 0,96 mmol/L.

Parmi les primipares, 44% (16/36) ont une concentration en BHB > 1,4 mmol/L et 58%
(21/36) ont une concentration en corps cétoniques > 1,1 mmol/L et parmi les multipares

30% (24/79) et 49% (39/79) respectivement.
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d. Relation avec le taux de neutrophiles génitaux

i. Corrélation entre les différents parametres et le taux de neutrophiles cervicaux

Il n’y a pas de corrélation entre le taux de neutrophiles cervicaux et :

e la note d’état corporel avant vélage (r=0,01 ; p=0,26) ;
e la note d’état corporel apres vélage (r=0,02 ; p=0,15) ;
e lavariation de note d’état corporel (r=0,00 ; p=0,98) ;

e la concentration sérique en AGNE avant vélage (r=0,005 ; p=0,52) ;

e la concentration sérique en AGNE apres vélage (r=0,00 ; p=0,83) ;
e |a variation de concentration sérique en AGNE (r=0,00 ; p=0,78) ;
e |a concentration sanguine en BHB (r=0,02 ; p=0,11) (FIGURE 39, FIGURE 40 et FIGURE
41).
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FIGURE 39 : Corrélation entre le taux de neutrophiles cervicaux et a) la note d’état corporel 14 a 3 jours avant vélage (n=116) ; b) la note
d’état corporel 3 a 14 jours aprés vélage (n=118) ; c) la variation de note d’état corporel avant [-14 ; -3] / aprés [3 ; 14] vélage (n=116)
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FIGURE 40 : Corrélation entre le taux de neutrophiles cervicaux et a) la concentration sérique en AGNE 14 a 3 jours avant vélage
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FIGURE 41 : Corrélation entre le taux de neutrophiles cervicaux et la concentration sanguine en BHB aprés
vélage (n=118)
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ii. Corrélation entre les différents parametres et le taux de neutrophiles utérins

Il n’y a pas de corrélation (test du coefficient de Spearman) entre le taux de neutrophiles

utérins et :

e la note d’état corporel avant vélage (r=0,0001 ; p=0,9313) ;

e la note d’état corporel aprés vélage (r=0,0111 ; p=0,2614) ;

e lavariation de note d’état corporel (r=0,0006 ; p=0,7936) ;

e la concentration sérique en AGNE avant vélage (r=0,0047 ; p=0,5146) ;
e la concentration sérique en AGNE apres vélage (r=0,0097 ; p=0,3539) ;
e lavariation de concentration en AGNE (r=0,0081 ; p=0,3984) ;

e la concentration sanguine en BHB (r=0,0024 ; p=0,6055) (FIGURE 42, FIGURE 43 et

R?=0.0027

FIGURE 44).
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FIGURE 42 : Corrélation entre le taux de neutrophiles utérins et a) la note d’état corporel 14 a 3 jours avant vélage (n=113) ; b) la note d’état
corporel 3 a 14 jours apreés vélage (n=115) ; c) la variation de note d’état corporel avant [-14 ; -3] / apreés [3 ; 14] vélage (n=113)
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FIGURE 43 : Corrélation entre le taux de neutrophiles utérins et a) la concentration sérique en AGNE 14 a 3 jours avant vélage (n=92) ; b)
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FIGURE 44 : Corrélation entre le taux de neutrophiles utérins et la concentration sanguine en BHB aprés

vélage (n=115)

neutrophiles cervicaux et utérins.

Conclusion : il n’y a pas de corrélation entre les différents paramétres étudiés et le taux de
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e. Impact sur la présence d’inflammation

Un frottis cervical est positif si le taux de neutrophiles est supérieur ou égal a 6%. De méme,

un frottis utérin est positif si le taux de neutrophiles est supérieur ou égal a 5%.

i. Impact des différents parameétres du métabolisme énergétique sur la fréquence

de la cervicite

e Impact de la note d’état corporel avant vélage

La note d’état corporel avant vélage varie de 2,5 a 4,5 pour les vaches par la suite atteintes
de cervicite et également pour les vaches sans cervicite (FIGURE 45). La note d’état corporel
moyenne avant vélage chez les vaches avec cervicite est de 3,45 ; celle chez les vaches sans

cervicite de 3,49. Cette différence n’est pas significative (test des rangs de Mann-Whitney :

p=0,79).
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FIGURE 45 : Distribution de la note d'état corporel avant vélage en fonction de la présence (n=26) ou non
(n=90) d'une cervicite

De plus, il n’y a pas d’effet de la note d’état corporel avant vélage sur la fréquence de

cervicite 21 a 35 jours post-partum (test de régression logistique binaire : p=0,74).
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e Impact de la variation de note d’état corporel avant/apres vélage

La variation de note d’état corporel avant/aprés vélage varie de 0 a 1,5 chez les vaches par la
suite atteintes de cervicite, et de 0 a 1,75 chez les vaches sans cervicite (FIGURE 46). La
variation moyenne de note d’état corporel avant/aprés vélage chez les vaches avec
endométrite est de 0,67 ; celle chez les vaches sans endométrite de 0,68. Cette différence

n’est pas significative (test des rangs de Mann-Whitney : p=0,79).
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FIGURE 46 : Distribution de la variation de note d'état corporel avant/aprés vélage en fonction de la
présence (n=26) ou non (n=90) de cervicite

De plus, il n’y a pas d’effet de la variation de note d’état corporel avant/apres vélage sur la

fréguence d’une cervicite (test de régression logistique binaire : p=0,96).

e Impact de la concentration sérique en AGNE avant vélage

La concentration sérigue en AGNE avant vélage pour les vaches par la suite atteintes
d’endométrite varie de 0,07 a 0,51 mmol/L, tandis qu’elle varie de 0,03 a 0,61 mmol/L pour
les vaches par la suite sans cervicite (FIGURE 47). La concentration sérique moyenne en AGNE
avant le vélage chez les vaches avec cervicite est de 0,19 mmol/L ; celle chez les vaches sans
cervicite de 0,16 mmol/L. Cette différence n’est pas significative (test des rangs de Mann-

Whitney : p=0,16).

De plus, il n'y a pas d’effet de la concentration sérique en AGNE avant vélage sur la

fréquence d’une cervicite (test de régression logistique binaire : p=0,39).
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FIGURE 47 : Distribution de la concentration sérique en AGNE avant vélage en fonction de la présence (n=21)

ou non (n=72) d’une cervicite

e Impact de la concentration sérique en AGNE apreés le vélage

La concentration sérique en AGNE aprés vélage des vaches par la suite atteintes de cervicite

varie de 0,08 a 0,9 mmol/L, tandis qu’elle varie de 0,03 a 1,25 mmol/L pour les vaches sans

cervicite (FIGURE 48). La concentration sérique moyenne en AGNE apres le vélage chez les

vaches avec cervicite est de 0,41 mmol/L; celle chez les vaches sans cervicite de 0,35

: p=0,70).
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FIGURE 48 : Distribution de la concentration sérique en AGNE apreés vélage en fonction de la présence (n=21)

ou non (n=71) d'une cervicite
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De plus, il n’y a pas d’effet de la concentration sérique en AGNE apres le vélage sur la

fréquence d’une cervicite (p=0,36).

e Impact de la variation de la concentration sérique en AGNE avant/apres vélage

La variation de concentration sérique en AGNE avant/apres vélage chez les vaches par la
suite atteintes de cervicite varie de -0,09 a 0,44 mmol/L, tandis qu’elle varie de -0,45 a 1,11

mmol/L chez les vaches sans cervicite (FIGURE 49).
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FIGURE 49 : Distribution de la variation de concentration sérique en AGNE avant/apreés vélage en fonction de
la présence (n=21) ou non (n=70) d'une cervicite

La variation moyenne de la concentration sérique en AGNE avant/aprés vélage chez les
vaches avec cervicite est de 0,16 mmol/L; celle chez les vaches sans cervicite de 0,24

mmol/L. Cette différence n’est pas significative (test des rangs de Mann-Whitney : p=0,52).

De plus, il n’y a pas d’effet de la concentration sérique en AGNE avant/aprés vélage sur la

fréguence d’une cervicite (test de régression logistique binaire : p=0,27).

e Impact de la concentration sanguine en BHB

La concentration sanguine en BHB des vaches par la suite atteintes de cervicite varie de 0,3 a

3,1 mmol/L tandis qu’elle varie de 0,4 a 5,4 chez les vaches sans cervicite (FIGURE 50). La

concentration sanguine moyenne en BHB chez les vaches avec cervicite est de 1,13 mmol/L ;



celle chez les vaches sans cervicite de 1,43 mmol/L. Cette différence n’est pas significative

(test des rangs de Mann-Whitney : p=0,096).
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FIGURE 50 : Distribution de la concentration sanguine en BHB en fonction de la présence (n=27) ou non
(n=91) d'une cervicite

De plus, il n’y a pas d’effet de la concentration sanguine en BHB sur la fréquence de cervicite

(test de régression logistique binaire : p=0,16).

ii. Impact des différents parameétres du métabolisme énergétique sur la fréquence

de I'’endométrite

e Impact de la note d’état corporel avant vélage

La note d’état corporel avant vélage varie de 2,5 a 4,5 chez les vaches par la suite atteintes
d’endométrite et également chez les vaches sans endométrite (FIGURE 51). La note d’état
corporel moyenne chez les vaches avec endométrite est de 3,46 ; chez les vaches sans

endométrite elle est de 3,48. Cette différence n’est pas significative (test des rangs : p=0,82).

De plus, il n’y a pas d’effet de la note d’état corporel avant vélage sur la fréquence d’une

endométrite (test de régression logistique binaire : p=0,77).
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FIGURE 51 : Distribution de la note d'état corporel avant vélage en fonction de la présence (n=52) ou non
(n=61) d'une endométrite

e Impact de la variation de note d’état corporel avant/aprés vélage

La variation de note d’état corporel avant/aprés vélage varie de 0 a 1,5 chez les vaches par la
suite atteintes d’endométrite et de 0 a 1,75 chez les vaches sans endométrite (FIGURE 52). La
variation moyenne de note d’état corporel avant/aprés vélage chez les vaches avec
endométrite est de 0,67 ; chez les vaches sans endométrite elle est de 0,68. Cette différence

n’est pas significative (test des rangs de Mann-Whitney : p=0,99).
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FIGURE 52 : Distribution de la variation de note d'état corporel avant/aprés vélage en fonction de la
présence (n=52) ou non (n=61) d'une endométrite
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De plus, il n’y a pas d’effet de la variation de note d’état corporel avant/apres vélage sur la

fréquence d’une endométrite (test de régression logistique binaire : p=0,96).

e Impact de la concentration sérique en AGNE avant vélage

La concentration sérique en AGNE avant vélage chez les vaches par la suite atteintes
d’endométrite varie de 0,06 a 0,51 mmol/L tandis qu’elle varie de 0,03 a 0,61 mmol/L chez
les vaches sans endométrite (FIGURE 53). La concentration sérique moyenne en AGNE avant
vélage chez les vaches avec endométrite est de 0,17 mmol/L ; chez les vaches sans
endométrite elle est de 0,16 mmol/L. Cette différence n’est pas significative (test des rangs

de Mann-Whitney : p=0,34).
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FIGURE 53 : Variation de la concentration sérique en AGNE avant vélage en fonction de la présence (n=39) ou
non (n=53) d'une endométrite

De plus, il n'y a pas d’effet de la concentration sérique en AGNE avant vélage sur la

fréguence d’une endométrite (p=0,72).

e Impact de la concentration sérique en AGNE apres vélage

La concentration sérique en AGNE aprés vélage chez les vaches par la suite atteintes

d’endométrite varie de 0,06 a 1,25 mmol/L tandis qu’elle varie de 0,03 a 1,17 mmol/L chez
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les vaches sans endométrite (FIGURE 54). La concentration sérique moyenne en AGNE apreés
vélage chez les vaches avec endométrite est de 0,42 mmol/L; chez les vaches sans
endométrite elle est de 0,38 mmol/L. Cette différence n’est pas significative (test des rangs

de Mann-Whitney : p=0,40).
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FIGURE 54 : Distribution de la concentration sérique en AGNE apreés vélage en fonction de la présence (n=39)
ou non (n=52) d'une endométrite

De plus, il n'y a pas d’effet de la concentration sérique en AGNE apres vélage sur la

fréguence d’une endométrite (p=0,47).

e Impact de la variation de concentration sérique en AGNE avant/apres vélage

La variation de concentration sérique avant/aprés vélage chez les vaches par la suite
atteintes d’endométrite varie de -0,04 a 1,05 mmol/L tandis qu’elle varie de -0,45 a 1,11
mmol/L chez les avec endométrite (FIGURE 55). La variation moyenne de concentration
sérique en AGNE avant/aprés vélage chez les vaches avec endométrite est de 0,24 mmol/L ;
chez les vaches sans endométrite elle est de 0,21 mmol/L. Cette différence n’est pas

significative (test des rangs de Mann-Whitney : p=0,42).

De plus, il n’y a pas d’effet de la variation de concentration sérique en AGNE avant/apres

vélage sur la fréquence d’une endométrite (p=0,65)
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FIGURE 55 : Distribution de la variation de concentration sérique en AGNE avant/aprés vélage en fonction de
la présence (n=37) ou non (n=53) d'une endométrite

e Impact de la concentration sanguine en BHB

La concentration sanguine en BHB chez les vaches par la suite atteintes d’endométrite varie
de 0,3 a 5,4 mmol/L tandis qu’elle varie de 0,4 a 4,9 mmol/L chez les vaches sans
endométrite (FIGURE 56). La concentration sanguine moyenne en BHB chez les vaches avec
endométrite est de 1,44 mmol/L ; chez les vaches sans endométrite elle est de 1,31 mmol/L.

Cette différence n’est pas significative (test des rangs de Mann-Whitney : p=0,40).
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FIGURE 56 : Distribution de la concentration sanguine en BHB en fonction de la présence (n=54) ou non
(n=61) d'une endométrite
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De plus, il n’y a pas d’effet de la concentration sanguine en BHB sur la fréquence d’une

endométrite (p=0,48).

iii. Impact des différents parameétres du métabolisme énergétique sur la présence

ou non d’une inflammation génitale

e Impact de la note d’état corporel avant vélage

La note d’état corporel varie de 2,5 a 4,5 chez les vaches par la suite atteintes
d’inflammation génitale et également chez les vaches sans inflammation génitale (FIGURE
57). La NEC moyenne avant le vélage chez les vaches présentant une inflammation génitale
est de 3,35; chez les vaches sans inflammation génitale elle est de 3,48. Cette différence

n’est pas significative (test des rangs de Mann-Whitney : p= 0,66).
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FIGURE 57 : Distribution de la note d'état corporel avant vélage en fonction de la présence (n=59) ou non
(n=54) d'une inflammation génitale

De plus, il n'y a pas d’effet de la note d’état corporel sur la fréquence d’une inflammation

génitale (test de régression logistique binaire : p=0,29).
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e Impact de la variation de note d’état corporel avant/apres vélage

La variation de note d’état corporel avant/aprés vélage varie de 0 a 1,5 chez les vaches par la
suite atteintes d’inflammation génitale et de 0 a 1,75 chez les vaches sans inflammation
génitale (FIGURE 58). La variation de note d’état corporel avant/aprés vélage chez les vaches
présentant une inflammation génitale est de 0,68 ; chez les vaches sans inflammation
génitale elle est de 0,69. Cette différence n’est pas significative (test des rangs de Mann-

Whitney : p=0,85).
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FIGURE 58 : Distribution de la variation de note d'état corporel avant/aprés vélage en fonction de la
présence (n=59) ou non (n=54) d'une inflammation génitale

De plus, il n’y a pas d’effet de la variation de note d’état corporel avant/apres vélage sur la

fréquence d’inflammation génitale (test de régression logistique binaire : p=0,85).

e Impact de la concentration sérique en AGNE avant vélage

La concentration sérique en AGNE avant vélage chez les vaches qui présentent par la suite
une inflammation génitale varie de 0,06 a 0,51 mmol/L tandis qu’elle varie de 0,03 a 0,61
mmol/L chez les vaches sans inflammation génitale (FIGURE 59). La concentration sérique en
AGNE moyenne avant le vélage chez les vaches présentant une inflammation génitale est de
0,17 mmol/L; chez les vache sans inflammation génitale elle est de 0,16 mmol/L. Cette

différence n’est pas significative (test des rangs de Mann-Whitney : p=0,22).
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De plus, il n’y pas d’effet de la concentration sérique en AGNE avant vélage sur la fréquence

d’une inflammation génitale (p=0,69).
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FIGURE 59 : Distribution de la concentration sérique en AGNE avant vélage en fonction de la présence (n=45)

ou non (n=47) d'une inflammation génitale

e Impact de la concentration sérique en AGNE apreés le vélage

La concentration sérique en AGNE aprés vélage chez les vaches présentant par la suite une

inflammation génitale varie de 0,06 a 1,25 mmol/L tandis qu’elle varie de 0,03 a 1,17 mmol/L

chez les vaches sans inflammation génitale (FIGURE 60).
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FIGURE 60 : Distribution de la concentration sérique en AGNE apreés vélage en fonction de la présence (n=45)

ou non (n=46) d'une inflammation génitale
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La concentration sériqgue en AGNE moyenne apres le vélage chez les vaches présentant une
inflammation génitale est de 0,40 mmol/L ; chez les vaches sans inflammation génitale elle
est de 0,39 mmol/L. Cette différence n’est pas significative (test des rangs de Mann-

Whitney : p=0,61).

De plus, il n’y a pas d’effet de la concentration sérique en AGNE apres le vélage sur la

fréquence d’une inflammation génitale (p=0,84).

e Impact de la variation de la concentration sérique en AGNE avant/apres vélage

La variation de concentration sérique en AGNE avant/apres vélage chez les vaches par la
suite atteintes d’inflammation génitale varie de -0,09 a 1,05 mmol/L tandis qu’elle varie de -
0,45 a 1,11mmol/L chez les vaches sans inflammation génitale (FIGURE 61). La variation
moyenne de la concentration sérique en AGNE avant/aprés vélage chez les vaches
présentant une inflammation génitale est la méme que chez les vaches sans inflammation

génitale (0,22 mmol/L).
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FIGURE 61 : Distribution de la variation de la concentration sérique en AGNE avant/apreés vélage en fonction
de la présence (n=43) ou non (n=47) d'une inflammation génitale

De plus, il n’y a pas d’effet de la variation de la concentration sérique en AGNE avant/apreés

vélage sur la fréquence d’une inflammation génitale (p=0,98).
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e Impact de la concentration sanguine en BHB

La concentration sanguine en BHB chez les vaches par la suite atteintes d’inflammation
génitale varie de 0,3 a 5,4 mmol/L tandis qu’elle varie de 0,4 a 4,9 mmol/L chez les vaches
sans inflammation génitale (FIGURE 62). La concentration sanguine moyenne en BHB chez les
vaches présentant une inflammation génitale est de 1,40 mmol/L; chez les vaches sans
inflammation génitale elle est de 1,34 mmol/L. Cette différence n’est pas significative (test

des rangs de Mann-Whitney : p=0,98).
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FIGURE 62 : Distribution de la concentration sanguine en BHB en fonction de la présence (n=61) ou non
(n=54) d'une inflammation génitale

De plus, il n’y a pas d’effet de la concentration sanguine en BHB sur la fréquence d’une

inflammation génitale (test de régression logistique binaire : p=0,77).

f. Impact sur la prévalence d’inflammation

e Association entre inflammation génitale et concentration élevée ou normale en

AGNE avant vélage

Le statut inflammatoire de I'appareil génital ne dépend pas de la concentration élevée
(20,17 mmol/L) ou normale en AGNE aprés vélage (Annexe 3). Par exemple, la prévalence

d’endométrite en cas de concentration élevée en AGNE est de 53% (19/36) et celle en cas de
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concentration normale en AGNE est de 36% (20/56). La probabilité calculée par le test du

Chi?2 montre que ces prévalences ne sont pas significativement différentes (p=1,06).

e Association entre inflammation génitale et concentration élevée ou normale en

AGNE apres vélage

Le statut inflammatoire de I'appareil génital ne dépend pas de la concentration élevée
(20,35 mmol/L) ou normale en AGNE apreés le vélage (Annexe 3). Par exemple, la prévalence
d’endométrite en cas de concentration élevée en AGNE est de 47% (21/45) et celle en cas de
concentration normale en AGNE est de 38% (18/47). La probabilité calculée par le test du

Chi2 montre que ces prévalences ne sont pas significativement différentes (p=0,42).
e Association entre inflammation et variation de concentration en AGNE

Aucun seuil de variation de concentration en AGNE ne figure dans la littérature. Afin de
chercher ce seuil, nous avons réalisé des courbes ROC. La sensibilité, la spécificité, 'AUC

(Area under the curve) et I'indice de Youden sont répertoriés dans le TABLEAU 8 :

TABLEAU 8 : Valeurs diagnostiques de la variation de concentration en AGNE pour la prédiction de la survenue d’une

inflammation génitale

Sensibilité Spécificité AUC Indice de Youden
Cervicite 81% 30% 0,45 0,11
Endométrite 100% 23% 0,55 0,23
Inflammation génitale 95% 21% 0,52 0,16

Le test n’est utile que si ’AUC > 0,5. De plus, I'indice de Youden est dans les cas tres faible,
du fait des spécificités trés basses. Donc dans tous les cas le seuil calculé ne peut pas étre

utilisé.
e Association entre inflammation génitale et cétose

Le statut inflammatoire de I'appareil génital ne dépend pas de |'état cétosique de la vache
en post-partum (Annexe 3). Par exemple, la prévalence d’endométrite en cas de cétose est
de 45% (26/58) et celle en cas d’absence de cétose est de 49% (28/57). La probabilité
calculée par le test du Chi> montre que ces prévalences ne sont pas significativement

différentes (p=0,78).
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3. DISCUSSION

a. Aspects méthodologiques

i.  Elevages choisis

e Uniformité de I’échantillon

Les animaux proviennent de 10 élevages différents, chacun avec leur propre conduite
d’élevage, ce qui rend notre échantillon peu uniforme. Cependant, la taille de I’échantillon
étant relativement grande, cela permet de s’affranchir d’un potentiel « effet élevage ». Pour
autant, le panel choisi n’est pas non plus représentatif des élevages laitiers francais, puisque
tous les élevages sélectionnés sont au-dessus du troupeau laitier moyen en France (56
vaches laitieres en moyenne, production laitiere de 6601 kg/vache/lactation, RICA (Réseau
d’Information Comptable Agricole), 2013). Enfin, le nombre d’animaux sélectionnés dans

chaque élevage (de 4 a 24) ne fait qu’accroitre la non-uniformité de I’échantillon.

e Conduite d’élevage

Les 10 élevages sélectionnés ont des conduites d’élevage différentes, notamment en ce
qui concerne la préparation au vélage. Les principaux points qui different sont : la réalisation
d’une transition alimentaire avant le vélage, I'administration de mono propyléne glycol
(précurseur du glucose) en préventif et/ou en curatif, la prévention des fiévres vitulaires. Or
ces différentes conduites d’élevages peuvent avoir interféré avec nos résultats. En effet, le
propyléne glycol a un effet anti-cétose, en augmentant la glycémie et diminuant la
concentration sanguine en AGNE et en triglycérides, ce qui résulte en une diminution de la
concentration sanguine en BHB (McArt et al. 2011). Les vaches traitées avec du mono
propyléne glycol ont donc des concentrations en AGNE et BHB plus faibles que celles non

traitées, ce qui n’a pas été pris en compte dans notre étude.

Méme si le but de la thése était de voir si les indicateurs du métabolisme énergétique
permettaient de prévoir une inflammation génitale, sans se soucier de la raison pour
laguelle les AGNE ou BHB prennent telle ou telle valeur, il n’est pas exclu que certaines
vaches aient eu une cétose, traitée par I'éleveur, et que le dosage des BHB et AGNE ait été
fait aprés la guérison. Ainsi il se peut que les concentrations en BHB et AGNE dosées ne
refletent pas réellement le déficit énergétique dans lequel s’est trouvée la vache au moment

du vélage.
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ii. Protocole expérimental

eme

Lors de la 2 visite, des renseignements sur le déroulement du vélage étaient
demandés : assistance ou non, veau vivant ou non, veau femelle ou male. Ces informations
n‘ont par la suite pas été exploitées, bien qu’il s’agisse de facteurs de risque pour les
endométrites : une vache qui a mis bas un veau mort a entre 2,9 et 7,5 fois plus de risque de
présenter une endométrite clinique (Markusfeld 1987 ; Potter et al. 2010), une vache qui a
eu un veau male a 1,8 fois plus de risque (Potter et al. 2010) et des jumeaux 2,3 fois plus de
risque de présenter une endométrite (Markusfeld 1987). Il aurait donc été plus cohérent
d’en tenir compte dans I'analyse statistique ou bien de les exclure de I'étude. En outre,
d’autres informations auraient pu étre intéressantes car constituant également un facteur

de risque, notamment la rétention placentaire qui augmente le risque d’endométrite par 3,5

fois et ce jusqu’a 40 fois selon certaines études (Gautam et al. 2010 ; Potter et al. 2010).

iii. Notation de I'état corporel

Il'y a une part de subjectivité dans la notation de I'état corporel. Afin de pallier cette part

de subjectivité, la NEC a toujours été attribuée par le méme opérateur.

iv. Dosage des AGNE et des BHB

Les prélévements sanguins en vue du dosage des AGNE et des BHB ont été la plupart
du temps réalisés au cours ou juste apres le repas, pour des raisons évidentes d’organisation
(apres la traite, au moment ou les vaches sont bloquées aux cornadis et avant qu’elles ne
partent en pature). Or les variations de concentration de ces marqueurs biochimiques au
cours de la journée sont principalement liées aux repas. L’'effet repas se traduit par une
baisse marquée de la concentration en AGNE et une augmentation modérée de la
concentration en corps cétoniques. Un risque de confusion existe donc entre I'effet
postprandial et la présence de cétose (Raboisson et Schelcher 2009). Dans une étude menée
sur 47 vaches par Quiroz-Rocha et al. (2010), la probabilité de détecter des animaux avec des
concentrations en AGNE > 0,4 mmol/L est multipliée par 2 si le prélevement est effectué 1 h
avant le repas par rapport a un préléevement effectué 4h ou 10h aprés le repas. D’autre part
il 'y a pas de différence de concentration en BHB entre des échantillons prélevés 1h avant
le repas et 4h apres le repas mais la concentration moyenne en BHB est significativement
plus élevée 10h apres le repas que 1h avant le repas (Quiroz-Rocha et al. 2010). Ainsi nous

avons essayé de suivre les indications de Quiroz-Rocha et al. (2010) qui sont de prélever, au
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sein d’'un méme troupeau, toujours au méme moment par rapport au repas. Toutefois, il est
arrivé que ces prélevements soient effectués plus tard apres le repas, ce que nous aurions

da éviter.

v. Choix de la méthode de diagnostic de I'inflammation génitale

La méthode de référence pour diagnostiquer une inflammation génitale est la cytologie.
Le prélevement peut étre réalisé a partir de cytobrosses ou de lavages utérins. Cependant
I"utilisation de cytobrosses permet une meilleure répétabilité (coefficient de corrélation de
Lin : 0,85 pour la cytobrosse ; 0,76 pour le lavage utérin) (Barlund et al. 2008) et est plus
simple, plus rapide et détériore moins les cellules que le lavage utérin (Kasimanickam et al.
2004). Elle rencontre également moins de cas d’échecs de prélevement que le lavage utérin
(Kasimanickam et al. 2005). En outre, il n’a jamais été rapporté d’irritation de '’endométre
suite au passage de la cytobrosse, ni d’apparition de symptdémes cliniques, ni de
détérioration des performances de reproduction (Deguillaume 2010). C'est donc la méthode
de cytobrossage que nous avons retenue. Les deux opérateurs se sont préalablement
entrainés sur des vaches vivantes a l'abattoir afin de maitriser la méthode avant de

commencer les manipulations en élevage.

Les lames ont été lues par les deux opérateurs afin de répartir la charge de travail. Pour
contrer un éventuel facteur de variabilité inter-opérateur, une double lecture de 20 lames a

été faite et la concordance a été considérée satisfaisante.

vi. Choix des seuils utilisés

Afin de caractériser le déficit énergétique, nous avons di choisir des seuils pour la
concentration en AGNE et en BHB au-dessus desquels la vache est considérée en déficit
énergétique. De nombreux seuils existent dans la littérature et nous avons retenu, en
adéquation avec la période de prélevement, les seuils suivants :

- AGNE : 0,4 mmol/L en pré-partum (Oetzel 2004) ;
- AGNE : 0,7 mmol/L en post-partm (Ospina et al. 2013) ;

- BHB: 1,4 mmol/L en post-partum (Voyvoda et Erdogan 2010).
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De plus, d’autres seuils sont définis dans la littérature au-dessus desquels une dégradation

de la santé génitale a été observée (métrite, endométrite clinique ou subclinique, rétention

placentaire) de la vache (TABLEAU 9).

TABLEAU 9 : Syntheése bibliographique des seuils en AGNE et BHB au-dessus desquels la santé génitale est

altérée
Source Valeur seuil Période de prélevement Effet sur la santé génitale
A risque de métrite
Chapinal et al. 2011 | 0,3 mmol/L 1% semaine pré-partum (OR=1,8), A incidence de
rétention placentaire
Dubuc et al. 2010 0,6 mmol/L 1% semaine pré-partum A risque de métrite (OR=1,6)
A1 incidence de métrite, de
Ospina et al. 2013 0,3 mmol/L 14-3 jours pré-partum
AGNE rétention placentaire
A risque d’endométrite
Kaufmann et al. .
0,3 mmol/L 1°® semaine pré-partum clinique (OR=9,1) et
2010
subclinique (OR=12,1)
A1 incidence de métrite, de
Ospina et al. 2013 0,6 mmol/L | Deux semaines post-partum
rétention placentaire
) Risque d’anoestrus a 9
Walsh et al. 2007 1,0 mmol/L 1°"® semaine post-partum
semaines x 1,5
\ A risque d’endométrite
Dubuc et al. 2010 1,1 mmol/L 1°"® semaine post-partum
BHB cytologique (OR=1,4)
/1 incidence de métrite, de
Ospina et al. 2013 1,0 mmol/L 3 a 14 jours post-partum
rétention placentaire
Duffield et al. 2009 1,2 mmol/L 1% semaine post-partum Risque de métrite x3

Ainsi, nous avons retenu les seuils suivants pour lesquels il y a un effet sur la santé génitale :

- AGNE : 0,3 mmol/L en pré-partum ;

- AGNE : 0,6 mmol/L en post-partum ;

- BHB: 1,1 mmol/L en post-partum.
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De méme,

inflammation génitale a été choisi en fonction de la période de prélevement (TABLEAU 10) :

TABLEAU 10 : Valeurs des seuils de pourcentage de neutrophiles utilisés dans le diagnostic d'une cervicite et

le seuil du pourcentage de neutrophiles pour caractériser une

- 5% pour le frottis du col ;

- 6% pour le frottis de I"'utérus.

d'une endométrite en fonction de la période de prélevement selon les études

2012

Source Valeur seuil Période de prélevement
Cytologie Deguillaume et al.
5% 21-35 jours post-partum
cervicale 2012
Hammon et al. 2006 25% 28 jours £ 3 post-partum
Kaufmann et al. 2010 18% 5 semaines post-partum
5, 6 et 7 semaines post-
Senosy et al. 2012 5%
Cytologie partum
endométriale Dubuc et al. 2010 6% 35 jours * 3 post-partum
Barlund et al. 2008 8% 28-41 jours post-partum
Deguillaume et al.
6% 21-35 jours post-partum

b. Résultats

i. Prévalences

La prévalence des endométrites est différente d’'une étude a l'autre : elle varie de 11%
(Barlund et al. 2008) a 67% (Galvao et al. 2010). Cette variabilité inter-étude peut s’expliquer
en partie par la variabilité inter-élevage : par exemple, dans I'étude de Cheong et al. (2011)
ou 779 vaches de 38 élevages ont été prélevées, la prévalence des endométrites entre
chaque élevage variait de 4,8 a 52,6%. Une autre explication de cette variabilité est
I’exclusion ou non de vaches a haut risque d’endométrite : vaches ayant subi une rétention
placentaire, une métrite... La prévalence d’endométrite dans notre étude est de 47%, ce qui

nous situe au-dessus de nombreuses études, ceci pouvant s’expliquer par la non-exclusion

des vaches a haut risque d’endométrite.
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L’incidence de cervicite est de 15 a 40% un mois apres le vélage (Deguillaume et al. 2012
et Schult 2009 cités par LeBlanc 2012). La prévalence de cervicite dans notre étude est 23%,

ce qui est en accord avec les résultats décrits dans la littérature.

Dans notre étude, la prévalence de cétose est de 34%, ce qui est trés supérieur aux
24,6% trouvés dans I’étude menée par Philippe et Raboisson (2012) sur 615 prélevements
issus de 22 troupeaux bovins laitiers de I'Ouest de la France. Cette différence peut étre
expliquée d’une part par la méthode diagnostique employée : en effet, dans I'étude de
Philippe et Raboisson (2012), la cétose subclinique est détectée dans le lait, avec un seuil de
200 pumol/L tandis que dans notre étude, elle est détectée dans le sang, avec un seuil de 1,4
mmol/L. D’autre part, des niveaux de production différents entre les élevages sélectionnés
par I'étude de Philippe et Raboisson (2012) et notre étude peuvent contribuer a cette
différence. En effet, les élevages inclus dans notre étude ont un niveau technique et un
niveau de production supérieurs a la moyenne francaise, et donc une conduite plus intensive

gue la moyenne.

ii. Validité de I'appareil VetPhotometer

Nous avons testé la validité de I'appareil Vetphotometer® a I'aide de 100 prélevements.
Nous avons montré une trés bonne corrélation (r=0,96) entre les valeurs de concentrations
données par cet appareil et celles obtenues par le dosage en laboratoire. Cependant, le
Vetphotometer sous-estime les valeurs de la concentration en AGNE. En effet, pour

retrouver la concentration réelle en AGNE, il faut compléter cette équation :

[AGNE]iaseo = 1,7209 X [AGNE]vetphotometer + 0,0018

Le praticien devra donc tenir compte de cette sous-estimation lorsqu’il effectuera le

dosage d’AGNE au cabinet.

iii. Impact des indicateurs du métabolisme énergétique sur I'inflammation génitale

Suite a notre étude, nous concluons que le degré de déficit énergétique auxquels sont

soumises les vaches n’a pas d’impact sur I'endométrite et/ou la cervicite cytologiques.
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Peu d’études se sont intéressées a I'impact de la note d’état corporel autour du vélage
sur la santé de I'appareil reproducteur. Senosy et al (2012) ont toutefois montré que la note
d’état corporel a 2, 4, 6 et 7 semaines est significativement plus faible pour des vaches

atteintes d’endométrite 5 semaines post-partum que pour des vaches saines.

L'influence de la concentration en AGNE sur I'inflammation génitale est controversée. En
effet, de nombreuses études ont montré I'impact négatif de concentrations élevées en
AGNE sur le développement d’endométrites (Hammon et al. 2006 ; Galvdo et al. 2010 ;
Kaufmann et al. 2010). Par exemple, Galvao et al (2010) ont montré que les concentrations
moyennes en AGNE des vaches avec endométrite sont significativement plus élevées
(p<0,05) au moment du vélage et a 35 jours post-partum que pour des vaches
saines. Kaufmann et al. (2010) ont déterminé un seuil de 0,3 mmol/L au-dessus duquel le
risque de développement d’une endométrite clinique ou subclinique est plus élevé
(sensibilité : 38% et 35% respectivement, spécificité : 87% et 89% respectivement). Ce seuil,
dans notre étude, ne permet pas de conclure a la méme chose. Cependant, certaines études
montrent, comme nous, qu’il n’y a pas d’impact de la concentration en AGNE pré et post-

partum sur |'apparition d’endométrite subclinique (Burke et al. 2010 ; Senosy et al. 2012).

De méme, de nombreuses études ont montré que les concentrations en BHB de vaches
avec endométrite subclinique sont plus élevées en début de lactation que chez les vaches
saines (Hammon et al. 2006 ; Galvdo et al. 2010) et que la cétose (BHB>1,1 mmol/L) est un
facteur de risque (OR=1,4 et 3,83) important pour |‘apparition d’'une endométrite
cytologique (Dubuc et al. 2010 ; Cheong et al. 2011). D’autres études sont arrivées a la
méme conclusion que la n6tre, c'est-a-dire qu’aucune relation n’a pu étre établie entre la
concentration en BHB et I"apparition d’endométrite (Kaufmann et al. 2010 ; Senosy et al.

2012).

Une synthese des résultats obtenus par les différentes publications ayant étudiées
I'influence de la concentration en AGNE et BHB sur 'endométrite cytologique est présentée

dans le TABLEAU 11.
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TABLEAU 11 : Synthése bibliographique de I'effet de la concentration en AGNE et BHB sur I'endométrite

cytologique
Effectif Méthode
. . Effet sur
Etude (nombre Dosage AGNE Dosage BHB diagnostic , L
L I’endométrite
de vaches) endométrite
e S s
Hammon et al 33 artum éps artum ;; post-partum AGNE : oui
) se':naines ost- sefnaines ost- LI U BHB - oui
B P PMN > 25%
partum partum
+ .
Burke et al -14,0,4,7,14, 28, z::)zogtz[:')z :’?uunr‘\s
7 42 ] t- AGNE :
(2010) 8 Joaur;sui]os non Cytobrosse G non
P PMN > 6%
A 1semaine pré- 1 semaine pré- AGNE :
partum, 1 partum, 1 8 semaines Primipare : non
Kaufmann et 209 semaine post- semaine post- post-partum Multipare : oui
al (2010) partum et entre  partum et entre Cytobrosse BHB :
28 et 35 jours 28 et 35 jours PMN > 18% Primipare : non
post-partum post-partum Multipare : non
+2i . 42
Dubuc et al p:rt_u?r:(()alt“:f:-eB , 4E3;11%3; 535; s;;)ttrr;
- ’ + . - . .
(2010) 1363 1143;18+3 15’5;_3 aﬁﬁ Cytobrosse BHB : oul
jours post-partum P P PMN > 6%
1 x/semaine du 1 x/semaine du 42 jours post-
Galvao et al 30 jour du vélagea  jour duvélage a partum AGNE : oui
(2010) 42 jours post- 42 jours post- Lavage utérin BHB : oui
partum partum PMN > 10%
46 jours post-
partum en
h |
Cheong et a 779 non ? moyenne Cétose : oui
(2011) .
Lavage utérin
PMN >10 %
+2:18+2: +2:39+
11+2;18+2;25 11£2;18+2; 32_2'39_
25+2;32+2; 2;46%2jours
Senosy et al 70 +2;32+2;39¢ 39424642 - AGNE : non
(2012) 246+ 2 jours O SRR BHB : non
. jours post- Cytobrosse
P partum PMN > 5%

Des différences dans le protocole expérimental, la méthodologie et les définitions des

maladies peuvent contribuer a I'obtention de ces différents résultats. Ainsi, dans certaines

des études citées, les endométrites cytologiques sont diagnostiquées plus tardivement au

cours de la lactation que dans notre étude (a 42 jours pour Galvao et al (2010), 46 jours pour

Cheong et al (2011)), par lavage utérin (Hammon et al. 2006 ; Cheong et al. 2011), a un seuil

de PMN parfois beaucoup plus élevé que celui que nous utilisions (25% pour Hammon et al

(2006), 18% pour Kaufmann et al (2010)). Par ailleurs, I'endométrite clinique est parfois
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étudiée dans un autre modeéle que I'endométrite subclinique (Kaufmann et al. 2010 ; Dubuc
et al. 2010), voire exclue du modeles (Senosy et al. 2012). D’autre part, les criteres
d’exclusion sont parfois plus séveres que les nbétres (exclusion lors de dystocie,

d’hypocalcémie, de veaux morts, de métrite, de cétose clinique...).

Des différences de régulation de la mobilisation lipidique entre les vaches primipares et
multipares ont été montrées dans de nombreuses études. Ainsi dans de nombreuses
publications, les multipares et primipares ont été étudiées dans deux modeles distincts

(Kaufmann et al. 2010), d’autres n’ont étudié que les multipares (Senosy et al. 2012).

En outre, les modeéles statistiques utilisés sont bien plus compliqués que les nétres (prise
en compte de la parité, du moment de prélevement, de la note d’état corporel, et des
interactions entre la pathologie utérine rencontrée et ces parametres). Seule I'étude menée
par Kaufmann et al. (2010) semble avoir utilisé un modéle statistique simple, en utilisant une
régression logistique binaire pour étudier I'association entre les métabolites sanguins et la
santé de |'utérus. Cependant, comme dit précédemment, dans ce modele les primipares et
les multipares étaient séparées, et I'endométrite clinique différenciée des formes

subcliniques.
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CONCLUSION

Dans les conditions terrain de notre expérience, les indicateurs du métabolisme
énergétique (note d’état corporel, concentration sérique en AGNE et concentration sanguine
en BHB) n’ont pas été trouvés associés a I'inflammation génitale qu’elle ait été considérée
quantitativement (taux de neutrophiles sur les prélevements cytologiques) ou
gualitativement. Les vaches qui présentent une inflammation de I'appareil génital n’ont pas

été précédemment soumises a un déficit énergétique plus important que les vaches saines.

Ainsi, I’évaluation des indicateurs du métabolisme énergétique ne semble pas constituer

un outil pronostique des inflammations génitales.

Au cours de ce protocole, des données autres ont été collectées, en particulier: la
concentration sanguine en calcium dans les 3 a 14 jours post-vélage, la note d’aplomb et le
taux cellulaire du lait quartier par quartier. En effet, le calcium intervient dans la fonction
immunitaire de la vache (Kimura et al. 2006 ; Martinez et al. 2012) et de nombreux auteurs
(Chapinal et al. 2011 ; Cheong et al. 2011 ; Martinez et al. 2012) se sont penchés sur
I’existence d’un éventuel impact de la calcémie sur I'inflammation génitale. Ainsi, Cheong et
al. (2011) n’ont pas trouvé de corrélation entre la fievre de lait clinique et I'endométrite
subclinique tandis que Martinez et al. (2012) ont montré que la prévalence de métrite est
supérieure chez les vaches ayant présenté une hypocalcémie subclinique (calcémie <8,59
mg/dL) dans les 3 jours post-partum que chez les vaches dont la calcémie est normale. Bien
gue les conclusions different, il serait intéressant de rechercher si le dosage du calcium sur le
terrain pourrait servir de critére prédicteur d’inflammation génitale cytologique. Une
précédente étude (Gayraud et Puech 2014) a émis I’hypothése qu’inflammation génitale et
inflammation mammaire pourraient étre liés. Les résultats de cette étude n’ont pas permis
de conclure, au vu de la faible taille des échantillons. Il serait donc intéressant de compléter

cette étude avec nos données.

Enfin, comme cela a déja été fait pour les mammites (Rupp et Boichard 2003), il
pourrait étre envisagé d’exploiter les tubes EDTA prélevés sur chaque vache pour étudier

une éventuelle susceptibilité génétique aux inflammations génitales.
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Annexe 1 : Organigramme de la note d’état corporel : brochure
technique ELANCO

124



*x pracio e PSR R B LN DR GIETAR » B SRR egou y mxaliEun s

P e SUERG SHLAGUD LA SO0 MOURAICAT I SN 1 e S eien

BRI LSRRI R 0w TN IR SUBR,  B SRR ) 1 RS B RN 5
R RN R LRI A SN WD RO 1 B T IR PR e S B i el

T s e

B o wauy g L e Lot ns g w KRS DS SRR

G o Rl PR P ST T B 1A T BRI o o SURE wy e i
TR T G R S LB B SO QU T D AT R0 RIS S B
AR SR D QUIER | M SR R D D S TR SR O SRR
A AL R O DAL TR B TS s TP O A0 R U O 200 RLAUAYE B AL
RO G 1) S QAL B N SRR SR TR I 0N B .ﬁhnﬁﬂ@ﬁm&;@@ﬁ PRI 0
b g T g b TR T i mﬁvsuv% T R AN VR TR ﬁ% Wy eI
AR S MUY T T Ty TR 0 O GRS R Y U e o g oy

S ]

BT ——|

125

SN s L o D e e el uoark w oeen oot g geoes weusliien g eedums 5 pp oo L et RORD AT TN K CGE v ers et U e moo oo a0 TR s b edgg
TEL T o TN AL A WL En@ﬁ,ga@gﬁgu L

oAEeR] 1 o Ore D BRI 0 By G prborEes e s o euaBiel . poodegg RSN 0 15 TR0 B0 IO ORGP DEm veterfus psneuousu . p eds Ao
R e CHIN OB MR E0n B Rg o | op oot o o e panay sy g edmg D W RGOS ERLOUII 1 B 7 eomT A
w
BIIEA B R0 BN0A-TR0E “BLDEN 8] BUHLUEE BNe-2808Id

fun Aun
auissap auissap
ajbue ajbueq

) “uogosl) sase) & SR Slued
Bl @ luopl sususy B anue sbue) zareag
“ESTR D UDiE0I Bl TeNBE0 @ BUDEL B B ROS
7 enoa-Teorld By § no sy g seaugsng

28dB13 S8 SINNS TED S04 IS JOKES nod 4 p0cins 1B Ty B B0 AR
| sdeig Bj 19 SOUBHUGD B JENGSE § 4ME

oA ssdee 5 us suwausiBuesfe un

& é
.] \‘ ) ! w ) |

N

ooue|3 anbiuyosa} ainyooig
%



Annexe 2 : Fiche récapitulative utilisée dans les élevages. Une
fiche par vache.
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Elevage N-identification Code vache

1. Examen [14-3{] pré-partum | date | |
+ 270 jours Date Rang Production MEC NEC
Date IA de lactation lactation table Cownote
fécondante . {lactation & précédente
tarissement )
venir)
Prélévements 2 tubessecs () () AGNE
2*™ préléevement 10 jours aprés Date : AGNE
Vélage
Date Assistance Veau vivant Sexe veau
{oui, non ; si oui de quel type) {oui, non) (F, M)
EXCLUSION avortement O césarienng O mammite colibacillaire O
2. Examen [3-14j] post-partum | Intervalle | | Date | |
Animal Prélevements
tubesec O AGNE
MEC MEC
Table Cownote tube hépariné O Ca
BHE
3. Examen [21-35]] post-partum | Intervalle | Date |
Commémoratifs . —
- Date Traitement Guerison
Mammite clinigue
Métrite [Jo-121)
Animal NEC MNEC .
table Cownote MNote mucus Note d’aplombs

Prélévements

# Frottis cervical Resultats cytologie| COL

(% neutrophiles) |UTERUS

>

Traitement METRICURE: oui () non ()

#* Frottis endometrial

# Laitd quartiers

0000
0O

Taux cell DCC

Date :
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Elevage

N°identification

Code vache

Performances de reproduction - Appel éleveur

Date(s) 1A

Résultat DG
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Annexe 3 : Tableaux de contingence

VPP = Valeur Prédictive Positive ; VPN = Valeur Prédictive Négative ; Se = Sensibilité ; Sp = Spécificité
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1. Répartition des vaches en fonction de la concentration en AGNE avant vélage et du statut

inflammatoire du col (n=93).

Probabilité calculée par le test du Chi*: 0,18

Statut inflammatoire du col
Inflammé Sain Total
[AGNE] 2 0,17 Oui 11 26 37 VPP =30%
mmol/L Non 10 46 56 VPN =82%
Total 21 72 93
Se=52% Sp =64%

2. Répartition des vaches en fonction de la concentration en AGNE avant vélage et du statut

inflammatoire de 'utérus (n=92).

Probabilité calculée par le test du Chi*: 0,106

Statut inflammatoire de I'utérus
Inflammé Sain Total
[AGNE] = 0,17 Oui 20 36 56 VPP =36%
mmol/L Non 19 17 36 VPN =47%
Total 39 33 92
Se=51% Sp=32%

3. Répartition des vaches en fonction de la concentration en AGNE avant vélage et du statut

inflammatoire de 'appareil génital (n=92).

Statut inflammatoire de
I'appareil génital

Inflammé Sain Total
[AGNE] 2 0,17 Oui 21 15 36 VPP =58%
mmol/L Non 24 32 56 VPP =57%

Total 45 47 92
Se=47% Sp =68%
Probabilité calculée par le test du Chi?*: 0,147
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4. Répartition des vaches en fonction de la concentration en AGNE aprés vélage et du statut

inflammatoire du col (n=93).

Statut inflammatoire du col
Inflammé Sain Total
[AGNE] 2 0,35 Oui 9 37 46 VPP = 20%
mmol/L Non 12 35 47 VPN =74%
Total 21 72 93
Se=43% Sp=49%

Probabilité calculée par le test du Chi*: 0,49

5. Répartition des vaches en fonction de la concentration en AGNE apreés vélage et du statut

inflammatoire de I'utérus (n=92).

Statut inflammatoire de I'utérus
Inflammé Sain Total
[AGNE] 2 0,35 Oui 21 24 45 VPP =47%
mmol/L Non 18 29 47 VPN =62%
Total 39 53 92
Se = 54% Sp =55%

Probabilité calculée par le test du Chi*: 0,417

6. Répartition des vaches en fonction de la concentration en AGNE aprés vélage et du statut

inflammatoire de I'appareil génital (n=92).

Statut inflammatoire de
I'appareil génital

Inflammé Sain Total
[AGNE] = 0,35 Oui 23 22 45 VPP =51%
mmol/L Non 22 25 47 VPN =53%

Total 45 47 92
Se=51% Sp=53%
Probabilité calculée par le test du Chi*: 0,68
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7. Répartition des vaches en fonction de la concentration en BHB apres vélage et du statut

inflammatoire du col (n=118).

Statut inflammatoire du col

Inflammé Sain Total
[BHB]> 1,1 Oui 9 51 60 VPP = 15%
mmol/L Non 18 40 58 VPN =69%
Total 27 91 118
Se=33% Sp=44%

Probabilité calculée par le test du Chi?: 0,064

8. Répartition des vaches en fonction de la concentration en BHB aprés vélage et du statut

inflammatoire de I'utérus (n=115).

Statut inflammatoire du col

Inflammé Sain Total
[BHB]> 1,1 Oui 26 32 58 VPP = 45%
mmol/L Non 28 29 57 VPN =51%
Total 54 61 115
Se=48% Sp=48%

Probabilité calculée par le test du Chi*: 0,64

9. Répartition des vaches en fonction de la concentration en BHB aprés vélage et du statut

inflammatoire de "appareil génital (n=115).

Statut inflammatoire de

I'appareil génital

Inflammé Sain Total
[BHB] > 1,1 Oui 28 30 58 VPP = 48%
mmol/L Non 33 24 57 VPN =42%
Total 61 54 115
Se=46% Sp=44%
Probabilité calculée par le test du Chi?: 0,30
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NOM : GROS PRENOM :

TITRE : Impact du bilan énergétique sur I'inflammation génitale chez la vache laitiéere.

RESUME : L'objectif de cette étude est d’évaluer, sur le terrain, I'association entre les indicateurs du
métabolisme énergétique et I'inflammation génitale chez la vache laitiere afin de déterminer si la mesure de
ces indicateurs par le praticien pourrait étre un bon prédicteur.

La partie expérimentale de cette these a été réalisée sur 118 vaches laitieres provenant de 10 élevages
commerciaux. Aucun des indicateurs du métabolisme énergétique testés, a savoir la note d’état corporel, la
concentration sérique en acides gras non estérifiés (AGNE) et la concentration sanguine en béta-
hydroxybutyrates (BHB) ne sont apparus liés au statut inflammatoire de la vache, évalué par cytologie utérine
et cervicale trois a quatre semaines apres le vélage.

MOTS CLES : endométrite — cervicite — inflammation — neutrophiles - note d’état corporel - AGNE — BHB — bilan

énergétique

TITLE: Impact of metabolic status on genital health in dairy cows.

ABSTRACT: The aim of this study was to evaluate in the field the association between the serum metabolites
and genital inflammation in dairy cows to determine whether the measurement of these indicators by the
practitioner could be a good predictor of further occurrence of a genital inflammation.

The experimental section of this thesis has been performed on 118 dairy cows from 10 different commercial
farms. None of the tested indicators of energy metabolism, ie body condition score, serum non-esterified fatty
acids (NEFA) and beta-hydroxybutyrate (BHBA) blood levels appeared related to the genital inflammatory
status of the cow, evaluated by uterine and cervical cytological three to four weeks after calving.

KEYWORDS: endometritis — cervicitis — inflammation — neutrophils — body condition score — NEFA — BHBA —

energy balance
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