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INTRODUCTION

L’impératif économique en troupeau laitier est de maximiser la proportion de vaches
qui deviennent gravides entre 85 et 120 jours post-partum (Dijkhuizen et al, 1985). Les
vétérinaires se concentrent ainsi sur les maladies utérines post-partum. En effet, elles altérent
la fertilité, réduisent la production laitiere, et ont plus généralement des répercussions sur la
santé de I’animal (Chapwanya et al, 2009). Il faut approximativement 32 jours de plus pour la
moitié des vaches atteintes d’endométrite pour devenir gravides par rapport aux vaches non
affectées et il est 1,7 fois plus probable que ces vaches soient abattues pour échec de
reproduction (LeBlanc et al, 2002). Ainsi, les pertes économiques causées par les
endomeétrites sont estimées a un colt moyen de 2 euros par vache présente et par an
auxquelles s’ajoutent les colits moyens de maitrise qui s’élévent a 5 euros par vache présente
et par an (ce montant comprend a la fois la maitrise des endomeétrites et des troubles de la
reproduction en général) (Fourichon et Bareille, 2006).

Chez la vache, une contamination microbienne de I’utérus au moment ou juste apres la
mise-bas est quasiment systématique. Au cours des vélages normaux, 90% des utérus sont
contaminés dans les 15 jours post-partum (Deguillaume, 2011), ce qui peut aboutir a une
inflammation excessive et surtout, persistante. Normalement, la plupart de ces contaminants
environnementaux sont éliminés progressivement durant les 6 semaines qui suivent le vélage
(Azawi, 2008). Or, 25 a 30% des vaches ne parviennent pas a juguler et éliminer cette
infection/inflammation et développent une maladie utérine telle qu’une endométrite. Cette
derniere se définit comme une inflammation de 1’endométre présente au-dela de 21 jours post-
partum (la métrite est, elle, une affection des 21 premiers jours post-partum), n’ayant pas
d’impact sur 1’état général de 1’animal mais détériorant les performances de reproduction
(Kasimanickam et al, 2004, Gilbert et al, 2005 ; Barlund et al, 2008). On estime chez les
vaches laitieres a 20-50% des lactations la prévalence de 1I’endométrite (Deguillaume et
Chastant-Maillard 2012). Elles sont davantage définies comme des maladies inflammatoires,
voire immunitaires que comme des maladies bactériennes. Concrétement, ce serait
I’inflammation utérine et ses molécules associ¢es qui dégraderaient les performances de
reproduction : sperme moins fécondant, perturbation du développement embryonnaire
(Hendricks et al, 2010), altération de la maturation ovocytaire (Soto et al, 2003) et de la
croissance folliculaire... D’aprés Sheldon et al (2009), ce sont ces produits bactériens et
inflammatoires qui supprimeraient la secrétion de LH par la glande pituitaire et ainsi
perturberaient la croissance folliculaire ovarienne et donc ’ovulation. Les endométrites ont
par ailleurs été scindées en endométrites cliniques, associées a un écoulement vaginal
purulent au-dela de 21 jours postpartum et en endométrites subcliniques, définies par une
inflammation de 1’endometre sans signes cliniques apparents mais néanmoins associées a une
altération des performances de reproduction (Sheldon et al, 2009).

L’endométrite étant maintenant considérée comme une maladie inflammatoire, la
cytologie endométriale est actuellement considérée comme 1’examen de référence pour le
diagnostic de I’endométrite chez la vache entre 21 et 35 jours post-partum (Deguillaume et
Chastant-Maillard, 2009) et elle est le seul examen diagnostique qui permet d’objectiver les
endométrites subcliniques (Kasimanickam et al, 2004 ; Overbeck et al, 2013). Peu codteuse,
facilement realisable et objective, I’examen cytologique est donc utilisé pour comparer la
valeur diagnostique des autres techniques (Barlund et al, 2008 ; Deguillaume et al, 2008 ;
Dizien et al, 2008). En effet, de nombreuse methodes diagnostiques sont utilisées sur le
terrain afin d’évaluer le statut inflammatoire de 1’utérus (Deguillaume, 2011). En 2008, une
enquéte révele que 75% des vétérinaires francais sondes utilisent la palpation transrectale,
83% l’examen vaginal et seuls 14% des vétérinaires utilisent 1’échographie transrectale
(Deguillaume et Chastant-Maillard, 2009). La palpation transrectale n’est pas suffisamment
sensible, elle sous-diagnostique les cas d’endométrites et est assez subjective. Quant a
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I’échographie utérine par voie transrectale, elle surestime les animaux malades, cette
technique n’est pas a retenir pour la recherche des animaux atteints d’endométrite. Par contre,
I’examen du contenu vaginal est un examen sensible, il s’agit de la moins mauvaise des
méthodes en élevage bovin laitier qui permet la détection de 60% des animaux atteints. On
pourrait penser a associer les techniques afin de pallier leur incertitude, mais la spécificité est
alors détériorée (Deguillaume et Chastant-Maillard, 2009). Les nouvelles approches
diagnostiques basées sur la physiopathologic de 1’endométrite (bandelettes urinaires sur
lavage utérin, dosages sanguins de médiateurs inflammatoires) ne montrent pas de bonnes
valeurs diagnostiques (Deguillaume et Chastant-Maillard, 2012).

Pour cet examen cytologique, un seuil pathologique (% de neutrophiles) a donc été
défini par des analyses statistiques comme le pourcentage de neutrophiles sur un frottis au
dessus duquel les performances de reproduction sont significativement détériorées. Cette
corrélation entre I’examen cytologique utérin, la santé utérine et les performances de
reproduction ultérieures a aussi été démontrée dans d’autres especes (chienne, jument). Mais
la cytologie n’évalue I’inflammation qu’a travers un prélévement réalisé¢ dans la lumiére
utérine et/ou sur la partie superficielle de ’endométre. De plus, si le prélévement est réalisé
par écouvillonnage avec une cytobrosse, il n’évalue qu’un endroit tres localisé de 1’appareil
génital (environ un cm? du corps utérin). On peut donc s’interroger sur la représentativité de
ce préléevement, i.e sur I’homogénéité de 1’inflammation dans les différentes zones de
I’appareil génital. De plus, 1’examen cytologique, superficiel, refléte-t-il I’inflammation de la
totalité de la paroi ?

L’objectif de ce travail était de comparer les observations obtenues par 1’examen
cytologique et par I’examen histologique ainsi que d’évaluer I’homogénéité de 1’inflammation
au sein de I’appareil génital chez la vache. L’étude expérimentale présentée ici consiste a
prélever, ex-vivo, a I’abattoir, quatre zones distinctes de 1’utérus de vache (col, corps utérin,
cornes droite et gauche). Sur chaque zone, un prélévement histologique et un prélévement
cytologique contigus ont été réalisés. Et ce afin de comparer le statut inflammatoire de
chaque site au travers de la cytologie et de I’histologie. Une premiere partie bibliographique
est consacrée a la mise en pratique de la biopsie utérine et a une synthese des lésions
histologiques d’endométrite chez plusieurs espéces.
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l. La réalisation de la biopsie utérine

A. Les premiéres biopsies utérines en médecine vétérinaire

Les biopsies endométriales ont été initialement réalisées chez des juments en 1960
pour évaluer leur fertilité (Brandt et Manning, 1969 cités par Chapwanya et al, 2010). Bien
que cette technique ait révolutionné la gestion de la reproduction équine et qu’elle soit mise
en ceuvre en routine avant la mise a la reproduction dans cette espece (Noakes et al, 2009),
elle n’a pas cependant obtenu un aussi grand développement dans d’autres espéces (Bretzlaff,
1987 ; Chapwanya et al, 2010). La premiere biopsie utérine réalisée chez la vache le fat dés
1948 (Manspeaker et al, 1984), mais elle n’est pas devenue un outil de routine d’évaluation
de la santé utérine dans cette espece (De Bois et Manspeaker, 1986).

En effet, la biopsie utérine a éte reéalisée chez les vaches cyclées pour des raisons
expérimentales (Mann et Lamming, 1994) mais elle n’a pas été utilisée pour étudier les
modifications endométriales du post-partum précoce au cours de I’involution (Chapwanya et
al, 2010). L’ utilisation de la biopsie a été limitée chez les bovins car les travaux anciens
suggeraient qu’elle pouvait altérer la fertilité de ces vaches en provoquant des affections
utérines (Zaayer et Van der Horst, 1986) (voir IlI-c).

Peu d’études sont référencées quant aux lésions d’endométrite chez la truie et la
brebis. En effet, ’engouement des auteurs pour ce sujet en bovine, équine, canine s’explique
par un objectif d’amélioration de la fertilité. De par la prolificité¢ de la truie et de la brebis et
de I’approche collective de ces troupeaux, les éleveurs sont trés peu confrontés a une baisse
de fertilité, et donc la recherche des facteurs la pénalisant sont moins étudiés.

Néanmoins, I’histologie endométriale a été réalisée chez la brebis pour la description
du processus d’involution utérine (Van Wyk et al, 1972 ; Grey et al, 2003).

B. Les principes de la biopsie utérine

La méthode de réalisation du préléevement doit étre rapide, répétable, permettre
d’obtenir des échantillons homogenes de haute qualité¢ (Chapwanya et al, 2010) et ce sans
nuire a la santé animale.

Ainsi, concrétement, il faut penser a la stérilisation de 1’outil de biopsie pour prévenir
une contamination utérine, et la manipulation du tissu est extrémement importante pour éviter
des artéfacts génant la lecture microscopique (De Bois et Manspeaker, 1986).

Quant aux nombres de specimens a prélever, les auteurs ne sont pas tous d’accord sur
ce point. Il était recommandé de prélever chaque utérus de vache a trois endroits différents
afin d’avoir une vue histopathologique d’ensemble (De Bois et Manspeaker, 1986). En effet,
ces derniers rapportent qu’on peut retrouver des degrés de fibrose différents de fagon
simultanée sur un utérus donné. Mais Bonnet et al (1991b) supposent quant a eux qu’un Seul
¢échantillon est représentatif de la totalité de 1’utérus. En équine, les auteurs ont aussi des avis
divergents a ce sujet. Ces derniéres décennies, plusicurs études ont montré qu’une seule
biopsie utérine de jument examinée pour la recherche de processus inflammatoires et
dégenératifs était représentative de I’ensemble de 1’utérus (Waelchli et Winder, 1989 ;
Overbeck et al, 2011 ; Overbeck et al, 2013). Overbeck et al (2013) ont montré qu’il n’y avait
pas de différence significative en ce qui concerne 1’endométriose et les lésions
d’angiosclérose selon la localisation dans 1’utérus. Selon Doig et Kenney (1986), si aucune
anomalie n’a eté détectée a la palpation utérine (forme, taille, texture), une seule biopsie suffit
pour représenter I’endométre dans sa totalité. Si a la palpation, des zones différentes sont
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détectées, chacune de ces zones doit étre biopsiée (Greenhoff et Kenney, 1975 ; Doig et
Kenney, 1986). Wyers et Rey (1987) confirment que la pratique d’une double biopsie n’est
pas indispensable mais permet cependant de réduire les causes d’erreur ou les problemes
d’interprétation. Par contre, il est intéressant de réaliser deux biopsies séparées dans le temps,
afin d’évaluer I’efficacité du traitement ou pour contrdler 1’évolution d’une 1ésion (Wyers et
Rey, 1987). Néanmoins, Gross et LeBlanc (1984) et Fiala et al (2010) ont eux démontré
qu’une seule biopsie n’était pas suffisante. En 2010, Fiala et al ont confirmé par une étude
consacrée a 1’évaluation de I’endométrite chronique dégénérative qu’une seule biopsie
d’utérus n’était pas révélatrice du statut de 1’utérus dans sa totalité. Cette étude comprenait un
échantillon de 40 juments sur lesquelles 3 sites de 1’utérus ont été biopsiés (corne gauche,
droite, et corps utérin) et classés selon une adaptation de la classification de Kenney et Doig
(1986). Les 3 portions d’endométre n’étaient classées dans la méme catégorie que par 30%
des juments. Ceci remet en cause 1’étude de Bergman et Kenney (1975) qui avait démontré
sur un échantillon de 16 juments, qu’une seule biopsie était représentative de la totalité de
I’utérus en comparant le type, le degré et la distribution de I’inflammation, le degré et la
distribution de la fibrose et la présence ou absence de lacunes lymphatiques.

C. La technique

1. Le prélevement de matériel endométrial

a) _Lesite de prélevement

La paroi utérine se compose d’une séreuse, le périmétrium, d’une musculeuse, le
myometre, et d’'une muqueuse, I’endometre (figures 1 et 2). L’endomeétre correspond a la
muqueuse qui tapisse le corps utérin et les cornes utérines. Il est formé d’un épithélium
columnaire et simple chez la vache, cuboide a prismatique chez la chienne et la jument, et
peut étre stratifié a pseudo-stratifié chez les ruminants et le porc, avec deux types de cellules
(ciliées et non ciliées de type sécrétoire) et d’un stroma. Le stroma endométrial (la propria
mucosae) est subdivisé en un stratum compactum caractérisé par un conjonctif lache trés riche
en cellules (fibroblastes, macrophages, lymphocytes, éosinophiles) et plus en profondeur en
un stratum spongiosum riche en fibres de collagéne (Barone, 1990). Le stroma est infiltré par
des cellules en provenance du sang (lymphocytes, granulocytes, plasmocytes). Il contient
aussi des glandes utérines, tubulaires, dont 1I’épithélium est en continuité avec celui de
I’endometre  mais les cellules y sont davantage sécrétrices (figures 3 et 4). Chez les
ruminants, certaines régions de 1’endométre, les caroncules, sont non glandulaires (Bacha et
Bacha, 2010).

L’objectif de la biopsie utérine est de prélever un spécimen représentatif de
I’endomeétre comprenant 1’épithélium, le stratum compactum et le stratum spongiosum. Pour
ce faire, ’outil a biopsie doit venir au contact de la paroi utérine et sectionner, a 1’aide de
bords tranchants, un échantillon de la totalit¢ de 1’épaisseur de I’endometre.
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Figure 1 : Aspect histologique d’utérus non-gravidique de vache (Pavaux, 1981)
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Figure 2 : Microphotographie d’une coupe transversale d’une corne utérine de chienne en
ancestrus (Schlafer, 2013)

Figure 3 : Histologie de I’endometre de jument et des glandes utérines en ancestrus hivernal
(peu de glandes et droites) (Tibary et Bakkoury, 1994)
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Figure 4 (x30) : Histologie de I’endomeétre de vache et des glandes utérines (Barone, 1978)

A : Fin du méteestrus, B : Glandes utérines de vache

1. Lumiére utérine, tapissée par 1’épithélium. Les fleches indiquent les embouchures des glandes utérines.
2. Stratum compactum riche en cellules

3. Stratum spongiosum (vaisseaux et nombreuses glandes flexueuses)

b) _Le matériel

De nombreux instruments a biopsie ont été utilisés pour obtenir des échantillons
endométriaux convenables chez la jument. Les dimensions minimales de la zone de
prélevement sont : 10 a 20x3x3mm (Kenney et Doig, 1986). Par contre, chez la vache, le petit
diamétre du col et son incapacité a se dilater amenent a utiliser de petits instruments avec une
zone de prélevement de 4x5mm (Kenney et Doig, 1986). Chez la chienne, les instruments a
biopsie utilisés ont une taille de prélevement allant de 2 a 4 mm (Downs et al, 1994).

L’outil a biopsie devra étre assez tranchant pour éviter de compresser les tissus, et ce afin
d’éviter les artéfacts qui géneraient la lecture microscopique. Cet outil devra pouvoir passer le
col sans ’endommager.

L’instrument de biopsie utilisé peut étre une pince de Kenney (ou une pince a machoires
ou une pince a mors crocodiles ou une pince Pilling) (figure 5). Chapwanya et al (2010)
utilisent I’instrument de biopsie endométriale équine de Hauptner. Ces instruments sont
constitués d’un long manche (70 cm) a I’extrémité duquel s’articule une méachoire de 4 cm de
long (Chaffaux et al, 1987). D’aprés Chaffaux et al (1987), le prélevement de muqueuse
d’endométre avec une telle pince est considéré comme correct, prenant toute 1’épaisseur de
cette muqueuse sans que 1’instrument ne nuise a sa qualité (figure 6). En médecine humaine,
les biopsies utérines peuvent étre réalisées avec des curettes de Novak donnant des
prélevements de 3 mm (Cicinelli et al, 2005) (figure 7).
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Figure 5 : Pinces a biopsie de Pilling
(Hanzen, 2013)

Figure 6 : Biopsie utérine : la taille appropriée
du prélevement (Tibary et Bakkoury, 1994)

e —

Figure 7 : Curette de Novak
http://www.coopersurgical.com
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2. Mise en pratique

a) Chezla jument

@ Biopsie trans-cervicale

De par la facilité du cathétérisme cervical a tous les stades du cycle chez la jument, la
biopsie est techniquement réalisable a tout moment (Kenney, 1978 ; Doig et Kenney, 1986 ;
Noakes et al, 2009). Néanmoins, du fait de I’influence de la progestérone sur ’apparition des
glandes utérines, certains préferent réaliser la biopsie durant le dicestrus afin d’évaluer
I’activité des glandes endométriales qui sont nombreuses et circonvolutionnées (Tibary et
Bakkoury, 1994). Par contre, le fait de manipuler 1’'utérus aprés ’cestrus favoriserait la
lutéolyse préematurée (Kenney, 1978), ce qui ne pose pas de probléeme majeur puisque la
jument ne sera pas mise a la reproduction avant d’avoir diagnostiqué la cause de son
infertilité. D’autres préférent un prélevement durant les chaleurs car le col est plus facile a
traverser (Noakes et al, 2009) et la présence d’un cedéme facilite 1’observation des
modifications cicatricielles (Tibary et Bakkoury, 1994).

Quand on souhaite obtenir par la méme occasion un écouvillon pour la culture
bactérienne, il est préférable de réaliser I’écouvillon avant la biopsie afin de limiter la
contamination microbiologique de celui-ci (Doig et Kenney, 1986).

Dans I’idéal, il faudrait réaliser des biopsies utérines du plafond et du plancher de
chaque corne et du corps utérin, mais ce n’est pas réalisable sur le terrain (Doig et Kenney,
1986). En routine, les biopsies sont pratiquées au niveau du site d’implantation de 1I’embryon,
c'est-a-dire dans le corps utérin, juste a la bifurcation des cornes (Greenhoff et Kenney, 1975).

Deux techniques sont décrites pour le prélevement de tissu utérin. Dans «la méthode
vaginale» (Carleton, 1997), I’index placé dans le col aide a plaquer I’instrument a biopsie
contre I’endométre. Dans la seconde méthode «recto-vaginale» (Kenney, 1978), on vide le
rectum et une palpation détaillée de 1’appareil génital est réalisée par voie transrectale
(Greenhoff et Kenney, 1975). Aprés nettoyage-désinfection de la vulve et de la région
périnéale, 1’outil a biopsie est placé dans un gant stérile plutét que dans un spéculum qui
ouvre le vagin au microbisme environnant. Un gant stérile, lubrifié avec du gel chirurgical
stérile et sans composant chimique bactériostatique, recouvre le bras passé par voie vaginale
pour amener 1’instrument a travers le vagin jusqu’au col. Quand I’instrument a biopsie est
dans I'utérus, la main gantée passe dans le rectum : elle permet d’exercer une pression
ventrale sur le vagin pour faire disparaitre un pneumovagin éventuel. Cette méme main dirige
et localise le bout de I’instrument a 1’entrée de la corne droite ou gauche (figure 8). Les mors
sont alors ouverts, refermés pour pincer et couper une portion de I’endométre (Doig et
Kenney, 1986).

La biopsie endométriale renseigne de facon fiable sur les remaniements de
I’endométre (Overbeck et al, 2011). Quant a I’innocuité de ce procédé, sur 600 biopsies
endometriales réalisées par Doig et Kenney (1986), aucun effet secondaire n’a été relevé chez
les juments prélevees. Les auteurs affirment méme qu’on pourrait réaliser la biopsie pendant
I’cestrus apreés la monte sans interférer avec la gestation (Doig et Kenney, 1986). Britton
(1982) confirme I’innocuité de cette technique en réalisant un frottis cytologique 48 heures
aprés la biopsie afin d’évaluer une potentielle inflammation. Gross et LeBlanc (1984) ont
montré que douze biopsies réalisées au méme endroit n’augmentaient pas 1’incidence de la
fibrose.
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Figure 8 : Technique de biopsie utérine trans-cervicale chez la jument
(Rossdale, 1992)

b) Chez la vache

Bien qu’on puisse réaliser, sur des vaches &gées, cette biopsie durant le dicestrus
(phase au cours de laguelle on aurait la meilleure lecture histologique des lésions), il est
préférable de la réaliser durant 1’cestrus car elle est plus facile a réaliser, moins traumatique et
moins contaminante. En contrepartie, comme le soulignent Manspeaker et al (1984), si la
vache est atteinte d’endométrite, il sera difficile de la diagnostiquer par confusion avec la
présence physiologique de neutrophiles a ce stade du cycle. Et comme chez la jument, un
examen transrectal est réalisé au préalable, ainsi qu’un examen au vaginoscope afin
d’objectiver ou non des écoulements utérins anormaux (Kenney et Doig, 1986).

Dans un premier temps, la région périnéale et la vulve de 1’animal sont nettoyées afin
d’éviter une infection iatrogene de I’appareil génital. On va utiliser une pince a biopsie
stérilisée (Chaffaux et al, 1987) ou protégée dans une gaine (Chapwanya et al, 2010). Elle est
introduite jusqu’a l’orifice postérieur du col a 1’aide d’une main gantée passée par voie
vaginale, puis cette méme main va passer par voie rectale pour tenir le col et réaliser le
cathétérisme cervical, complexe chez la vache en raison de la présence de trois anneaux
cervicaux. Lorsque la pince est placée dans une gaine de protection, cette derniere est rompue
au niveau de ’orifice externe du col. La pince est poussée dans une corne utérine, 3 a5 cm en
avant de la bifurcation. A ce niveau, on ouvre les mors de la pince et la main en position
rectale, on pousse la paroi utérine de telle sorte a engager la muqueuse entre les mors de la
pince. La pince est retirée du tractus génital avec le matériel de prélevement entre ses mors
(Chaffaux et al, 1987).

Bien que cette technique ait été considérée comme délétére dans le passé par les études
de Zaayer et Van der Horst (1974) et de Miller et al (1980), il a été démontré plus tard que
réaliser des biopsies endométriales n’était pas nuisible et ne présentait en particulier pas
d’effets délétéres sur la fonction de reproduction de la vache (voir I11). De plus, il apparait que
chez les vaches infertiles, I’examen bactériologique de I'utérus serait plus facilement
réalisable a partir d’une biopsie que d’un écouvillon (Messier et al, 1984).
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¢) Chez la chienne

Il est préférable d’éviter la phase lutéale pour réaliser la biopsie car une biopsie faite
en dicestrus générerait des pyometres, a cause de ’effet immunodépressif de la progestérone.
Des dosages de progestérone dans le serum et des frottis vaginaux pour évaluer le stade du
cycle cestral préalablement a la mise en ceuvre d’une biopsie sont donc recommandés
(Christensen et al, 2012).

@ Biopsie par laparotomie

Chez les carnivores, la biopsie utérine est généralement réalisée par une laparotomie.
Cette biopsie nécessite donc d’anesthésier 1’animal. Une laparotomie par la ligne blanche est
réalisée, les ovaires et 1’utérus sont exposés par une ligne d’incision de 5-8 cm. Lorsqu’il y a
du fluide utérin, il faut 1’aspirer avec une seringue et une aiguille de 23 gauges. En cas de
lésion visible, on récupere un échantillon d’un centimetre de long au site 1ésionnel avec une
lame de scalpel No.10 et une pince en s’assurant que 1’endométre ait été bien échantillonné.
Lorsqu’il n’y pas de lésions macroscopiques, une biopsie utérine chirurgicale est réalisée sur
chaque corne en utilisant la méme technique. On peut en plus faire un prélévement
bactériologique a I’aide d’écouvillon. On suture 1’'utérus avec un surjet simple et un fil 3-0
monofilament résorbable. Pour minimiser les risques de pyometre, les chiennes biopsiées
durant le dicestrus en France sont traitées en prévention avec 10 mg/kg SC d’aglépristone
(Alizine ND) juste apres la chirurgie, le lendemain et une semaine apres ; aux Etats-Unis,
elles sont traitées avec des prostaglandines F2o. a 150 pg/kg par jour, 5 jours consécutifs (Mir
et al, 2013).

Les biopsies utérines chirurgicales par laparotomie sont facilement réalisables, ne
demandent pas de matériel spécifique et paraissent étre une méthode fiable pour diagnostiquer
des lésions endométriales. Selon Downs et al (1994), il s’agit de la meilleure technique pour
obtenir des biopsies utérines de chienne. Elle permet aussi de réaliser une inspection externe
et une palpation digitale de la totalité de 1’utérus. De plus, parallélement a la biopsie, on peut
en profiter pour réaliser des échantillons destinés a I’examen bactériologique qui ne seront pas
sujets a la contamination inhérente au passage transcervical (Downs et al, 1994). Enfin, le
recours a la biopsie apres hystérotomie est incontournable pour le diagnostic définitif des
hyperplasies endométriales kystiques, (Johnston et al, 2001).

Les effets secondaires de la biopsie utérine chirurgicale semblent étre limités lorsque
la biopsie est réalisée chez des femelles en dicestrus car elles regoivent un traitement post-
opératoire (aglépristone ou prostaglandine) (Mir et al, 2013). Downs et al (1994) rapportent
seulement des risques de péritonite (si on néglige la phase d’aspiration des liquides utérins
avant d’inciser I’utérus) et de sténose utérine. Les risques liés a I’anesthésie sont toutefois
présents : 12% de complications (hypothermie, hypotension...) et 0,05% de risque de
mortalité pour un animal sain comme le sont les candidats aux biopsies (Verwaerde, 2012).

2 Biopsie trans-cervicale

Les biopsies utérines sont habituellement réalisées par laparotomie, mais ces trois
derniéres années, la biopsie par voie trans-cervicale a été développée (Schlafer, 2013). Un
endoscope rigide de 43 cm possédant un canal a biopsie est passé par voie trans-vaginale sous
contrdle de la vue. L’instrument de biopsie est ensuite pass¢ dans le canal cervical jusque
dans 1’utérus (Christensen et al, 2012). Cette manipulation peut étre réalisée soit sur animal
vigile, soit apres sédation si la contention manuelle est insuffisante.
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Pour certains auteurs, il s’agit d’une procédure relativement facile et non invasive, qui
requiert une expérience de I’opérateur mais utilisable sur le terrain (Watts et Wright, 1995 ;
Watts et al, 1997, Wilson, 2001 ; Groppetti et al, 2010). C’est un outil intéressant pour le
diagnostic des troubles de la reproduction chez la chienne, en permettant la réalisation
d’examens cytologiques, histologiques et microbiologiques (Groppetti et al, 2010). Dans
I’étude de Christensen et al (2012), la biopsie endométriale trans-cervicale montre une
sensibilit¢ similaire a la section totale pour la détection de I’hyperplasie endométriale
kystique, I’inflammation et la fibrose. Elle est considérée comme une méthode fiable. Par
contre, I’analyse d’un seul échantillon diminue la sensibilit¢ de diagnostic des hyperplasies
kystiques de I’endomeétre (Christensen et al, 2012). Un autre avantage est I’absence de recours
a ’anesthésie, méme si une tranquillisation peut étre nécessaire pour la contention de 1’animal
(Schlafer, 2012).

Néanmoins, si ce type de biopsie est une procédure utile et bien intégrée dans la
démarche diagnostique des troubles de la reproduction chez la vache, la jument et la femme,
elle n’est pas utilisée couramment chez la chienne (Giinzel-Apel et al, 2001). D’une part, il est
extrémement difficile de cathétériser le col d’une chienne a cause de sa petite taille et sa
conformation particuliere (Downs et al, 1994 ; Gunzel-Apel et al, 2001). De méme, seules les
Iésions diffuses ou de gravité modérée ou importante pourront étre détectées a cause de la
petite taille du spécimen. D’autre part, il n’y a pas actuellement de consensus quant a
I’innocuité de cette technique chez la chienne. Giinzel-Apel et al (2001) rapportent un risque
¢levé d’hémato-mucométre (8 chiennes Beagle sur 12 ont développé cette complication dans
son ¢tude), d’endométrite et de cicatrices, elle ne peut donc pas étre recommandée comme
technique de routine chez la chienne (Giinzel-Apel et al, 2001). D’apres Schlafer (2012), les
complications sont rares mais incluent néanmoins la perforation de la paroi utérine et la
contamination ascendante de I’utérus.

En bilan, chez la chienne, la biopsie trans-cervicale fournit de petits échantillons de la
paroi utérine ne représentant seulement que [’endometre superficiel et est sujette a
d’importants artéfacts dii a 1’écrasement, alors que la biopsie par laparotomie permet un
examen complet de 1’appareil génital, la sélection du site a biopsier et 1’obtention de toute
I’épaisseur de la paroi utérine (Schlafer, 2012).

3. La préparation du tissu pour I’examen histologique

Le protocole classiquement utilisé pour la préparation du tissu biopsié est équivalent
en médecine humaine (Cicinelli et al, 2005) et en médecine vétérinaire. Le spécimen est
délicatement retiré des mors de I’instrument de biopsie avec une aiguille hypodermique stérile
(Doig et Kenney, 1986). Il est fixé dans une solution de formol a 10% (Chaffaux et al, 1987 ;
Chapwanya et al, 2010). Aprés 2 a 24h dans la solution, avec un ratio de 1 pour 10 entre le
specimen et le volume de fixateur, I’échantillon est transporté jusqu’au laboratoire
(Chapwanya et al, 2010). Les prélévements sont ensuite inclus dans de la paraffine et des
coupes de 4-6 um d’épaisseur (Chaffaux et al, 1987 ; Bonnet et al, 1991 ; Chapwanya et al,
2010). Les lames sont colorées avec de I’hémalun-éosine (Chaffaux et al, 1987 ; Chapwanya
etal, 2010 ; Mir et al, 2013).

Un protocole plus complexe a été proposé par Christensen et al (2012). Chaque tissu
est placé dans une solution de paraformaldéhyde a 4% pendant 24h et ensuite dans une
solution de PBS (Phosphate Buffered Saline) pendant 24h. Chaque échantillon est par la suite
passé dans des bains a 30%, 50% puis 70% d’éthanol sur 24 heures avant 1’inclusion en bloc
de paraffine, coloré avec de I’hématoxyline de Shandon (colorant nucléaire) puis avec du
substitut d’eau du robinet de Scott (réactif de « bleuissement » de la chromatine et des
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membranes nucléaires, qui diminue les pertes d’adhérence entre la coupe et les lames en
verre).

Une quarantaine de colorants sont également utilisés dans les laboratoires pour mettre
en évidence des molécules/structures particulieres. Certains soulignent la matrice
extracellulaire (trichrome de Masson), le noyau (acide périodique de Schiff), les mastocytes
(Giemsa) et d’autres permettent I’identification d’agents infectieux. De par leur codt élevé,
leur emploi est limité. Par exemple, dans une étude d’Overbeck et al (2013), le naphtol-AS-D-
chloracétate-estérase (CIAE) était utilisé pour colorer les neutrophiles en rouges.

Une autre méthode de marquage est I’immunohistochimie. Les limites de ce procédé
sont son co(t et le manque de consensus scientifique pour déterminer les réactions non
spécifiques (éviter les faux positifs) (Schlafer, 2013). Il serait intéressant de definir quelle
protéine cibler afin d’améliorer la lecture ou d’affiner le pronostic.

Bilan :

La biopsie est une technique invasive qui requiert un équipement spécial et d’un
laboratoire. L’examen des résultats sont disponibles avec un certain décalage dans le temps
(transport, analyse, transmission des résultats), autour d’une a deux semaines. Ainsi sa
pertinence pratique est souvent réduite a des cas particuliers (Overbeck et al, 2011).

I1.  L’analyse histologique de la biopsie utérine dans la recherche
d’endométrite

A. L’intérét de ’histologie chez toutes les espéces

Chez la chienne, cette technique peut étre utilisée dans I’identification des stades
précoces d’hyperplasie kystique endométriale et d’endométrite. Leur diagnostic est intéressant
car il permet d’identifier une cause d’infertilité et un traitement possible (Christensen et al,
2012).

Chez la jument, I’histologie a tout son intérét dans le diagnostic des juments dites
« subfertiles » (repeat-breeder, mort embryonnaire précoce...), dans 1’évaluation et la
prédiction de la fertilité, dans le suivi de I’efficacité thérapeutique, lors d’une visite d’achat ou
encore dans la détection des causes de baisse de fertilit¢ indétectables avec d’autres
techniques (Kenney et Doig, 1986 ; Carleton, 1997). Dr’ailleurs, les modifications
dégénératives de I’endométre (endométriose, angiopathie, atrophie endométriale), qui
perturbent la fertilité des juments, ne peuvent étre évaluées que par le biais d’un examen
histologique mené sur une biopsie endométriale (Overbeck et al, 2013). De plus, d’apres
Blanchard (2005), plus le diagnostic est réalisé précocement (dés 1’apparition de troubles de la
reproduction), moins le risque d’apparition de 1ésions irréversibles est élevé. Toutes les
juments diagnostiquées non gravides en automne devraient ainsi faire 1’objet d’un examen
génital approfondi comprenant une biopsie endométriale. Néanmoins, cette méthode prend
toute sa valeur et son intérét lorsqu’elle est le résultat d’une collaboration étroite et suivie
entre le clinicien spécialisé en pathologie équine et 1’anatomopathologiste. En effet, il faut
replacer les résultats de la biopsie dans un contexte clinique et épidémiologique : 1’age, le
passe de la reproductrice, les tentatives thérapeutiques (Wyers et Rey, 1987). Cet examen
étant bien intégré en reproduction équine, une bonne interprétation des Iésions endométriales
conduit a proposer les conduites thérapeutiques les plus adaptées a chaque individu
(Blanchard 2005).
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Chez la vache, I’examen de I'utérus apreés vélage se fait traditionnellement par
palpation transrectale et/ou par examen des sécrétions vaginales. Ces techniques sont d’une
valeur diagnostique limitée pour le diagnostic de 1’inflammation génitale : la palpation
transrectale est une technique subjective et 1’échographie surestime le nombre d’animaux
malades (Barlund et al, 2008 ; Deguillaume et al, 2009). L’objectif de 1I’examen histologique
est de mettre en évidence une inflammation génitale (endométrite/cervicite) qui sera délétere
pour les performances de reproduction ultérieures. D’autre part, les causes d’avortement ne
sont identifiées que dans environ 30% des cas. La connaissance des modifications
microscopiques pathologiques de I’endométre pourrait ainsi contribuer au diagnostic
étiologique (Kenney et Doig, 1986).

B. L’histologie physiologique de I’endométre

Le terme d’endomeétre est réservé au revétement de la cavité utérine et non de
I’ensemble de 1’appareil génital. Les variations de 1I’imprégnation hormonale au cours du
cycle cestral se répercutent sur I’histologie de I’endométre chez toutes les espéces. Ainsi il
faut bien connaitre ses modifications physiologiques avant de vouloir interpréter des
histologies endométriales potentiellement pathologiques. Pour la méme raison, la
connaissance du délai écoulé depuis la mise-bas est indispensable a une interprétation correcte
de I’histologie endométriale.

1. Modifications au cours du cycle cestral

Cette partie sera illustrée avec une espéce non saisonnée (la vache) et saisonnée (la
jument), afin d’appréhender 1’histologie de I’endomeétre en ancestrus (figure 9).

Vélage

Involution uté

An\estrus
ovulation

Rep  post-partum

9 u Détection de l'oestrus
PERIODE Mise a la reproduction
2 S0 POST-PARTUM

Insémination féconda

GESTATION

Phase lutéale

Phase folliculaire

Figure 9 : Le cycle cestral de la vache (reprology.com)
A : Les différentes phases du cycle cestral
B : L’ancestrus post-partum

L’utérus de vache est le siege de remaniements histologiques tout au long du cycle
cestral : la progestérone prédomine en phase lutéale, et ce sont au contraire les cestrogénes en
phase folliculaire. L’cestradiol stimule 1’épithélialisation et la vascularisation de 1’endometre,
améliore la contractilité utérine, amorce la réceptivité sexuelle et stimule I’'immunité de
I’utérus. La progestérone, quant a elle, favorise la différenciation des glandes endométriales et
leur sécrétion, diminue la production de mucus cervical, inhibe la contractilité utérine et au
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contraire inhibe la fonction immunitaire protectrice du tractus génital (Azawi, 2008). En
termes histologiques, 1’endomeétre subit de fortes variations. Pour ’endométre, on constate
une prolifération de 1’épithélium superficiel en début de phase progestative. Des élévations de
la muqueuse délimitent des invaginations (cryptes endomeétriales) dans lesquelles les glandes
débouchent en groupe. Le stroma, relativement mince au cours de I’ancestrus, augmente en
épaisseur en preestrus en atteignant son maximum dans 1’cestrus et surtout dans le méteestrus
(Barone, 1978).

Les glandes endométriales subissent aussi des remaniements. Elles sont peu serrées et
a peine sinueuses (davantage flexueuses aux abords du myomeétre) pendant 1’ancestrus et le
dicestrus. Au cours du procestrus, eclles s’allongent, se ramifient, deviennent flexueuses et
s’¢largissent. Leur épithélium s’éléve en hauteur, leurs cellules proliférent et prennent un
caractere sécrétoire manifeste. Cette évolution s’accentue fortement lors de I’cestrus et atteint
son maximum lors du métcestrus. Elles redeviennent peu flexueuses, plus courtes et plus
étroites, I’épithélium perd progressivement ses caractéres sécrétoires et reprend un type
columnaire bas en début de dicestrus (Barone, 1978).

La vascularisation est aussi remaniée. Les vaisseaux sanguins et lymphatiques se
multiplient fortement au moment de 1’cestrus et du méteestrus. La congestion est si importante
que certains capillaires se rompent, entrainant de petites hémorragies qui se mélent aux
sécrétions glandulaires. La couche profonde de I’endomeétre devient cedémateuse et de
multiples vaisseaux sanguins apparaissent dans le stratum compactum. C’est au début du
dicestrus que la vascularisation commence a diminuer (Barone, 1978). Quant aux vaisseaux
lymphatiques, dilatés, ils forment des lacunes lymphatiques localisées ou diffuses. Lorsque
ces lacunes grossissent et se réunissent, des kystes endométriaux se forment (Kenney, 1978).
Histologiquement, ils devraient étre différenciés des cedémes (Kenney, 1978).

D’un point de vue cellulaire, les neutrophiles sont plus nombreux dans I’endometre au
cours de la phase folliculaire qu’en phase lutéale (Dhaliwal et al, 2001). Hors cestrus, on
trouve peu de lymphocytes dans 1’épithélium de la muqueuse utérine. La présence
d’éosinophiles dans I’endomeétre est certes plus fréquente chez les vaches non cyclées mais
n’est pas systématique. L’infiltration lymphocytaire y est plus importante que chez les vaches
cyclées (Chaffaux et al, 1987).

Chez la jument, espéce saisonnée, I’endométre est le siége d’importantes
modifications architecturales entre 1’ancestrus hivernal et la saison de reproduction (Kenney,
1978 ; Gross et LeBlanc, 1984) (tableau 1). Par exemple, Gross et LeBlanc (1984) ont montré
que selon la saison, le degré de fibrose variait.
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Glandes

Stade du cycle endométriales Autres

Cuboidal a long Etroites + Congestion
Procestrus Pseudo-stratifié Droites
+/- branchées

Taille maximale Simples +++ Leucocytes
Cilié Droites marginaux
(Estrus . . . g
Vacuolisé Moins denses dirigésvers
Rectilignes I'épithélium
Hauteur moyenne Branchées --- Congestion
Noyau para-basal Denses faible
Dicestrus Actives Stroma dense
Acini glandulaires
circonvolutionnés
Cuboidal bas Nombre faible -- Sécrétions
Ancestrus Cytoplasme Epithélium bas éosinophiles
basophile Activité mitotique

Tableau 1 : Modifications histologiques de I’endométre chez la jument au cours du cycle
cestral (Tibary et Bakkoury, 1994)

2. Modifications au cours de I’involution utérine chez la vache.

Chez la vache, aprés la mise-bas, 1’endometre subit d’importants remaniements
histologiques. Alors que 1’utérus a retrouvé sa taille pré-gravidique entre 20 et 40 jours post-
partum (I’involution anatomique du col est plus longue : elle s’acheve entre 50 et 60 jours
post-partum), il faut encore une vingtaine de jours avant que le statut histologique ne
redevienne a son tour normal. L’involution histologique de 1’endométre n’est compléte que
vers 50 a 65 jours post-partum (Gier et Marion, 1968). Immédiatement apres le vélage, une
dégénérescence tissulaire et une nécrose de la partie superficielle des cryptes se propagent a
toute la masse caronculaire. Ces changements dégénératifs facilitent la dissociation entre la
caroncule et la houppe choriale. Vers le 10°™ jour post-partum, lorsque le col s’ouvre de
nouveau, la partie superficielle des caroncules desquame et est éliminée. Ensuite, les artérioles
qui alimentaient ces caroncules vont dégénérer. Cette dégénérescence se traduit par la
formation de disques blancs au sein d’un endométre rosé. Alors que 1’épithélium gestatif
disparait, un nouvel épithélium apparait, en se développant au-dessus des vestiges des
caroncules. L’endométre se réegénére immédiatement aprés le part a partir des zones inter-
cotylédonnaires et de 1’épithélium des glandes utérines.

La période post-partum se caractérise également par I’afflux de neutrophiles dans la
lumiére utérine (diapédése), conséquence d’une contamination de 1’endométre au moment du
vélage. Les neutrophiles sont mobilisés par I’intermédiaire des cytokines libérées par
I’endomeétre sous I’effet de la contamination bactérienne.
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C. Les lésions d’endométrite : descriptions et significations

1. Les pré-requis a I’analyse histologique et les définitions

Quatre composantes sont a prendre en compte pour évaluer correctement un
échantillon endométrial : étre certain qu’il y ait suffisamment de tissu (plus d’un centimétre
de tissu en longueur), évaluer histologiquement le stade cestral, évaluer une réponse
inflammatoire, ainsi que le degré et 1’étendue des modifications dégénératives (fibrose,
lacunes lymphatiques, glandes kystiques) (Kenney et Doig, 1986). En effet, les résultats
histologiques doivent étre interprétés en étant conscient des modifications saisonnieres de
I’endomeétre et de 1’historique de 1’animal.

La réponse inflammatoire peut étre aigué ou chronique, ou étre constituée d’une
réponse chronique a laquelle une réaction aigué se superpose.

La réaction est dite « aigué » lorsque les granulocytes neutrophiles prédominent aussi
bien dans 1’épithélium luminal ou le stratum compactum que dans les capillaires du stratum
compactum. Quelques neutrophiles peuvent se perdre dans la lumiére utérine ou dans la
lumiere des glandes dilatées profondes. L’infiltration cellulaire est une caractéristique
incontournable des endométrites aigués, de méme que I’cedéme, la congestion vasculaire et
I’altération de 1’épithélium luminal (De Bois et Manspeaker, 1986).

La réaction est considérée comme chronique quand des neutrophiles se trouvent dans
la lumiére utérine au dessus d’un stroma infiltré principalement par des lymphocytes et par
quelques sidérophages, plasmocytes, éosinophiles et mastocytes. Elle concerne le stratum
compactum mais implique aussi la profondeur du stratum spongiosum (habituellement sous
forme de nodules discrets) (Jalakas et Kubar, 2002). Les nodules lymphoides sont des masses
de petites cellules rondes (lymphocytes) avec un noyau dense, souvent entourés d’un tissu
fibrosé (Bois et Manspeaker, 1986). Quant aux sidérophages, ce sont des macrophages ayant
phagocyté des hématies. Ils peuvent étre également le témoin de saignements anciens et de
traumatisme (parturition, avortement ou mort feetale précoce) (Doig et Kenney, 1986). Cette
inflammation chronique de 1’endométre peut étre associée a de la fibrose, laquelle entraine
une perte fonctionnelle des glandes (Carleton, 2007 ; Schlafer, 2012). Elle se manifeste par le
dépdt de collagene principalement autour des glandes ou en contact avec la membrane basale
de 1’épithélium luminal ; les fibroblastes sont fusiformes, accolés parallélement les uns aux
autres (De Bois et Manspeaker, 1986). Il s’agit d’une lésion persistante. Elle est trés
importante a évaluer afin de donner un pronostic sur 1’avenir reproducteur : plus elle est
diffuse, moins bon est le pronostic. La gravité de la fibrose peut étre quantifiée par le degré
de fibrose (nombre de couches) combiné a la fréquence (nombre de zones fibrosées par
champ). Cependant, chez la jument, pendant I’ancestrus et la phase de transition de saison, les
flots de glandes et de petits groupes de sections de glandes bien enroulées et bien separées des
autres par le stroma ne doivent pas étre confondus avec des foyers de fibrose (Gross et
LeBlanc, 1984). Par contre, il n’y aurait pas de relation entre le développement de fibrose
périglandulaire et les lésions de la morphologie glandulaire (dilatée, kystique...) (Chaffaux et
al, 1987).

Au début d’une endométrite, les infiltrations cellulaires se font progressivement et sont
dominées par les neutrophiles et les lymphocytes. Des lors que 1’inflammation/infection est
contrélée, les neutrophiles disparaissent rapidement, alors que la disparition des lymphocytes
est plus progressive. La disparition des cellules inflammatoires peut prendre plusieurs mois.
Ainsi, jusqu’a 100 jours post-partum, des cellules infiltrées peuvent étre trouvées et signer
une endométrite antérieure (Bois et Manspeaker, 1986). Néanmoins, la présence de cellules
inflammatoires dans I’endométre doit étre mise en relation avec le stade du cycle cestral au
moment de la biopsie. Car lors de I’cestrus, un nombre considérable de neutrophiles infiltre
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I’endomeétre sans pour autant révéler une endométrite aigué ; a I’inverse, la présence de
nombreux neutrophiles lors de la phase lutéale signe une endométrite (Bois et Manspeaker,
1986). Pour évaluer I’infiltration cellulaire, il est donc important de connaitre le cycle cestral
de la femelle, le type de cellules, la distribution, la quantité et la localisation de ces dernieres
(Bois et Manspeaker, 1986).

Paradoxalement, I’inflammation utérine n’est pas systématiquement associé¢e a la
mise en evidence de bactéries dans la lumiere utérine : chez 50% des vaches souffrant
d’inflammation sévére, aucune bactérie pathogene ne peut étre cultivée et prés de 40 % des
vaches ont des cultures avec au moins un agent pathogéne sans pour autant étre atteintes
d’une inflammation endométriale (Deguillaume, 2010). Ceci souléve la question de
I’implication de ces pathogénes ou des mécanismes non infectieux dans la genése de
I’inflammation (Kenney et Doig, 1986).

2. Chez la jument

Si la jument est en dicestrus au moment du prélévement, la présence de neutrophiles
dans le stratum compactum est considérée comme le signe le plus caractéristique d’une
endomeétrite (Overbeck et al, 2011).

Deux classifications des 1ésions histopathologiques de 1’endometre ont été proposées,
une par un anglais, J.M. Ricketts (1975, tableau 2 ; figure 10) et une par un américain R.M.
Kenney (1975 ; tableau 3).

Dans la classification de Ricketts, les 1ésions d’endométrite aigué sont caractérisées
par un envahissement plus ou moins marqué du stroma par un infiltrat inflammatoire
polymorphe ou prédominent les granulocytes neutrophiles. Ces lésions doivent étre
différenciées de D’infiltration physiologique du stroma superficiel par des granulocytes
neutrophiles au moment de I’cestrus. Dans les formes suppurées, les granulocytes sont soit
normaux soit dégéneérés, présents en grand nombre et de fagon presque exclusive. lls migrent
a travers le revétement épithélial et s’accumulent dans la lumiere de 1’utérus mélés a un
exsudat inflammatoire parfois abondant. Les cellules épithéliales des epithéliums superficiels
et glandulaires présentent des lésions de dégénérescence. De la nécrose et 1’élimination de
I’épithélium de surface peuvent étre €galement visibles (Wyers et Rey, 1987).

Les lésions d’endométrite subaigué ou chronique infiltrante sont caractérisées par une
absence de fibrose, un épithélium intact, une infiltration souvent massive du stroma par des
cellules mononucléées (macrophages, lymphocytes et plasmocytes) qui se concentrent autour
des vaisseaux et des glandes et peuvent aussi s’organiser en follicules lymphoides. Les
neutrophiles sont rares voire inexistants (Wyers et Rey, 1987 ; Kubar et Jalakas, 2002).

L’endométrite chronique dégénérative se caractérise par une fibrose diffuse dans le
stroma ou localisée au niveau des glandes, une dégénérescence glandulaire (atrophie des
cellules épithéliales avec dilatation de la lumiere ou hyperplasie anormale de 1’épithélium des
tubes glandulaires), un regroupement en il6ts des glandes entourées par une capsule scléreuse
souvent épaisse. Les 1ésions d’hyperplasie évoluant isolément sont exceptionnelles, elles sont
toujours secondaires a un avortement ou associées a une inflammation aigué. Des lésions
d’hypoplasie sont rarement observées. La Iésion d’atrophie est problématique : elle peut étre
pathologique (le pronostic est alors trés sombre) ou physiologique (liée a I’ancestrus hivernal)
(Wyers et Rey, 1987).

Dés que des Iésions d’infiltration cellulaire sont associées (1ésion inflammatoire aigué,
subaigué, chronique), on tient compte alors de celle qui prédomine si elles ne sont pas
équivalentes (en terme d’extension). Le cas échéant on les considere toutes ensemble.

36



L’endométrite chronique infiltrante et 1’endométrite subaigué (ou leur association)

représentent 70% des remaniements observés (Wyers et Rey, 1987).

| Pas de lésion

Il EA

I ECI

\Y) EA + ECI

V ECD

VI EA + ECD

VII ECI + ECD
VIII AE

IX EA + AE

X ECI + ECD + AE
Xl Hypo

Xl Hyper

Xl EA + Hyper
X1V ECI + ECD + Hyper
XV EA + ECI + ECD + Hyper

Tableau 2 : Classification des 1ésions de ’endomeétre chez la jument selon Ricketts
(Wyers et Rey, 1987)
EA : endométrite aigué, ECI : endométrite chronique infiltrante = endométrite subaigué,

ECD : endométrite chronique dégénérative, AE : atrophie de I’endometre, Hypo : hypoplasie

de I’endométre, Hyper : hyperplasie de I’endométre
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Figure 10 : Modifications pathologiques de I’endomeétre chez la jument qualifiées d’aprés la
classification de Ricketts (Tibary et Bakkoury, 1994)

A : Endométrite aigué avec hémorragie sous-épithéliale ; B : Atrophie de I’endomeétre ; C : Endométrite
chronique ; D : Endométrite aigué; E: Endométrite aigué avec fibrose périvasculaire; F, G, H:
Endométrite chronique dégénérative (fibrose périglandulaire, dilatation kystique des glandes endométriales).



Dans la classification de Kenney, les endomeétres se répartissent selon trois catégories.

La catégorie | se définit comme des endometres sans hypoplasie ni atrophie, et s’il y a
quelques modifications, elles sont de faible importance et clairsemées. La catégorie I1A est
caractérisee par une infiltration cellulaire légere a modeérée, diffuse, du stratum compactum,
irrégulierement répandue mais avec des foyers d’inclusion fréquents dans le stratum
compactum et spongiosum. Il y a peu de lésions de fibrose. Les lacunes lymphatiques sont
importantes (on peut méme les identifier a la palpation) ; si ces lacunes disparaissent
spontanément ou par thérapie, ’endométre retombe dans la catégorie I. Une atrophie partielle
de I’endométre pendant la saison de reproduction (avec un comportement sexuel et un cycle
ovarien) peut conduire a le classer ainsi jusqu’a ce que la cause d’atrophie soit déterminée
(anomalie chromosomique, idiopathique chez les vieilles juments stériles) et corrigée
(endométrite chronique, pyometre). Si ces lésions (infiltration Iégeére, lacunes lymphatiques
multiples, atrophie) sont présentes de facon simultanée, 1’endomeétre est alors classé en
catégorie 11B. C’est le cas également pour une jument avec I’'une de ces lésions mais
présentant une stérilité depuis plus de 2 ans. La catégorie 1B comprend les endomeétres
présentant de nombreuses modifications inflammatoires, largement répandues, diffuses et
modérément séveres. La fibrose est ici plus marquée et étendue (quatre couches et plus).

Une inflammation combinée avec de la fibrose ou des lacunes lymphatiques
caractérisent un endomeétre de catégorie Ill. Dans cette catégorie, les modifications de
I’endométre sont nombreuses, diffuses, étendues et graves; une stase lymphatique grave
(toucher spongieux de la paroi utérine) et une atrophie endomeétriale tout le long de la saison
de reproduction sont présentes. A cause de I’importante fibrose et de son étendue, les chances
de remonter dans la classification sont faibles.
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Catégorie Lésions histopathologiques

- Peu ou pas de modification pathologique
- Foyers d’inflammation légere, peu nombreux
I - Hypoplasie ou atrophie de I'endometre absente
- Sclérose légere localisée possible
- Lacune lymphatique localisée

- Infiltration cellulaire diffuse, légere a modeérée,

du stratum compactum

- Sclérose péri-glandulaire, ou foyers disséminés, ou images d’ilots
glandulaires quand ils sont moins de 3 par unité de surface

- Lacunes lymphatiques multiples

- Atrophie de I'endometre

- Sclérose diffuse, trés étendue

- Sclérose péri-glandulaire, avec images d’ilots glandulaires quand ils
sont plus de 5 par unité de surface

- Inflammation diffuse sévere

- Plasmocytes présents

- Lacunes lymphatiques palpables

- Hypoplasie de 'endometre

-Pyomeétre (méme apres traitement)

Tableau 3 : Classification des lésions de I’endométre chez la jument selon Kenney
(Wyers et Rey, 1987)

3. Chez la vache

Dans cette espéce, plusieurs auteurs ont proposé une description et une classification
des lésions endométriales (Gonzalez et al, 1985 ; Chaffaux et al, 1987 ; Mc Dougall, 2005 ;
Chapwanya et al, 2009).

Hartigan et al (1972) ont utilisé ’infiltration cellulaire pour diagnostiquer et grader la
gravité des endométrites en se basant sur les travaux de DeBois (DeBois cité par Hartigan et
al, 1972). lls ont gradé cette maladie selon trois degrés (tableau 4).

L’équipe de Chaffaux et al (1987) a décrit et quantifié les lésions de I’endométre chez
la vache en créant une gradation pour chaque élément histologique (épithélium, glandes,
nodules ...) (tableau 5). Les criteres retenus sont ceux communément admis par différents
auteurs tels que Hartigan et al (1972).
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Infiltration cellulaire Les nodules
diffuse lymphocytaires

Degré de 'endométrite

P Infiltration modérée du
Légere lou2
stratum compactum

Infiltration dense du
stratum compactum et de

Modérée ) . 3ou4d
la partie supérieure du
stratum spongiosum
Infiltration dense du
Sévére stratum compactum et >5

spongiosum

Tableau 4 : Gradation des endométrites selon Hartigan et al (1972)

- Absent
Epithélium luminal - Normal
- Infiltré
- Partiellement ou totalement détruit
- Normal
- Glandes dilatées (diametre de la lumiére excédant 2 fois la
Morphologie glandulaire hauteur des cellules épithéliales)
- Glandes kystiques (trés dilatées présentant un épithélium
aplati, hypoplasique)

N~ WNRO

- Absente
-1a 2 couches concentriques de fibroblastes
Fibrose glandulaire - 2 ou 3 couches concentriques de fibroblastes
- Nombreuses couches de fibroblastes ou sclérose des sites
glandulaires 3

NF~= O W

- Infiltration mononucléée
- Absente 0
- Modérée
- Forte

- Infiltration polynucléée
- Absente
- Modérée
- Forte

- Présents

- Absents

[y

Infiltration cellulaire

N

Ok NP O

Nodules lymphoides

Tableau 5 : Classification des lIésions d’endométrites chez la vache
selon Chaffaux et al (1987)

Selon ces critéres, une note globale « | » a été définie comme étant la somme des notes
quantifiant les lésions de I’épithélium et d’infiltration cellulaire (sont exclus les animaux
présentant une note de 3 en fibrose périglandulaire). La note devient I1 si la somme des
parametres est inférieure a 6, 12 si elle est de 6 ou 7, et I3 si c’est 8 ou 9. Ce parametre
caractérise un niveau général de I’inflammation.

D’apres Chaffaux et al (1987), la fibrose périglandulaire est la lésion la plus
rencontrée signant une endométrite chronique sclérosante (Manspeaker et al, 1984 ; Chaffaux
et al, 1987), puis ce sont les Iésions histologiques d’endométrite subaigué persistant 30 jours
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post-partum (infiltration mononucléée et polynucléée associée a une atteinte épitheliale)
(Chaffaux et al, 1987).

Bonnet et al (1991a) ont réalisé des biopsies a 26 et 40 jours post-partum sur une
soixantaine de vaches afin d’évaluer leur statut histologique. Celui-ci est une combinaison de
critéres subjectifs et quantitatifs (tableau 6). Chapwanya et al (2009) ont utilisé les critéres
préalablement définis par Bonnet et al (1991a) pour obtenir une classification des endomeétres
en fonction du degré d’inflammation. Les endométres sont classés de 0 a 3 (tableau 7).
Lorsqu’il n’y a aucune inflammation et que le tissu utérin est quiescent et inerte, la coupe
histologique recoit la note de zéro. En cas d’infiltration de lymphocytes et de plasmocytes, de
dégénérescence kystique glandulaire limitée, ainsi que quelques modifications vasculaires, la
coupe histologique a la note de 1. Si I’inflammation est modérée avec de nombreux
leucocytes, une fibrose periglandulaire ou vasculaire limitée, avec tres peu ou pas de
dégénérescence kystique, alors la coupe recoit la note de 2. La coupe histologique recoit la
note de 3 lorsqu’il y a une inflammation endométriale importante, une infiltration massive de
neutrophiles et de macrophages, une atrophie des glandes utérines, une dégénérescence voire
une nécrose utérine, une fibrose périvasculaire étendue, quelques zones cedémateuses, une
congestion vasculaire, une hémorragie et une rupture, voire perte, d’épithélium.

Misibilité, bonne Nombre de zones ou I’ epithelium peut

Biopsie Lisibilite lisibilite, tres bonne A ,
o etre mesure
lisibilité
. . Epithéli intact sure (x400
Taille Columnaire, cuboide, o=l by AT ()
avimenteux
Epithélium P <
Mononucléaires, ) .
- . . .. Nombre par champs d’observation
Cellules inflammatoires polynucleaires .
: (x400)
Cellules inflammatoires Mononucleaires, Nombre par champ d’observation
Stratum compactum polynucléaires (sous la membrane basale) (x63)
Foyers lymphocytaires Nombre sur la biopsie (x100)
Foyers lymphocytaires Nombre sur la biopsie (x100)

Stratum spongiosum

Nombre par champ d’observation

Densité Aucune, faible, modérée, (sous la membrane basale) (x100)

marquee

Type Droites, flexueuses

Glandes Taille Dilatées ou pas

Diametres intérieur et exterieur des
glandes

Fibrose Présente/absente Nombre de couches autour des glandes

Inflammation Aucune, faible, modérée,
sévere
Type cellulaire Mononucleaires/
prédominant polynucléaires

Présence de muscle ou

. . Present/ absent
tissu caronculaire

Tableau 6 : Evaluation des biopsies endométriales chez la vache (Bonnet et al, 1991a)
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. . Caractéristiques
H hol . .
“ SIORSRETEE histologiques

Inerte ou quiescent
Aucune inflammation

Inflammation légére :
faible infiltration
lymphocytaire (L)

Inflammation modérée :
infiltration lymphocytaire
importante

Inflammation sévere :
migrationde monocytes et de
neutrophiles (N), cedéme,
congestion vasculaire et
hémorragie.

Tableau 7 : Gradation du degré d’inflammation dans I’endomeétre chez la vache
(Chapwanya et al, 2009)
N : neutrophiles, L : lymphocytes

En bilan, I’endométrite se caractérise histologiquement par une infiltration
inflammatoire de I’endomeétre, une altération de 1’épithélium (desquamation voire une
nécrose), la présence de plasmocytes et une accumulation locale de lymphocytes au niveau
des stratum compactum et spongiosum, des modifications glandulaires, une congestion et un
cedéme du stroma.

4, Chez la chienne

Alors que le pyométre de la chienne a été bien étudié sur le plan histologique avec une
classification en 4 grades d’évolution (C. Dow cité par Smith, 2006), il n’existe pas de
consensus quant aux lésions d’endométrite. En 2001, Johnston et al soulignent déja le fait
qu’aucun systéme de gradation des lésions utérines n’existe chez la chienne. Une dizaine
d’années plus tard ce travail commence a étre entrepris. De Bosschere et al (2010) ont retenu
comme criteres pour décrire une endométrite chez la chienne une réaction inflammatoire
légere de I’endometre, une épaisseur d’endometre augmentée et une légere prolifération
fibroblastique. Schlafer (2012) s’est inspiré de la classification de Kenney et Doig (1986)
utilisée pour les juments pour mettre en place une classification pour la chienne en évaluant
plus de 500 biopsies utérines (voir infra c.2). Elle comprend 4 catégories basées sur la
présence, la distribution, la gravité et la nature des cellules inflammatoires infiltrées, le
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contenu luminal, 1’état de 1’épithélium, la présence d’cedéme, d’hémorragie, de kystes, de
fibrose et de lesions vasculaires ou de nécrose. A ces Iésions, sont associes les commemoratifs
médicaux, la qualité de la biopsie et le stade du cycle cestral. En 2013, Mir et al souhaiteraient
qu’on produise en reproduction canine, comme en équine, une classification des Iésions
histologiques des endometres en fonction de leur association avec la fertilité des chiennes.

5. Chez la femme

L’endométrite aigué se caractérise histologiquement par la destruction des couches
superficielles de I’endomeétre associée a une congestion, a un cedéme intense, a la dilatation
des glandes endométriales envahies par de nombreux neutrophiles (Belaisch et al, 2007) et par
la présence de micro-abces (Frischknecht et Brihwiler, 2008).

Alors que I’endométrite aigu€ est rarement rencontrée, 1’endométrite chronique a une
fréquence estimée entre 0,8 et 19%. Cette derniére est le plus souvent asymptomatique et son
diagnostic est rarement suspecté cliniqguement. Celui-ci repose théoriqguement sur des données
histologiques obtenues par biopsie de I’endométre (Belaisch et al, 2007). Jusqu’en 1981, la
littérature n’était pas trés étoffée en termes de diagnostic des endométrites chroniques. Celui-
ci se basait sur la présence de plasmocytes infiltrant 1’endométre (Rotterdam, 1978 ;
Blausteine, 1980, cités par Greenwood et Moran, 1981). Or Couch (1978, cité par Greenwood
et Moran, 1981) insiste sur le fait qu’on ne peut pas se limiter a ce simple critere et demande
la réévaluation de cette affection d’un point de vue histologique, car les plasmocytes ont été
également trouvés dans des endomeétres sans inflammation (Cicinelli et al, 2005). De plus, en
considérant ce seul critére, les endométrites chroniques sont sous-estimées. De plus, on ne
peut pas faire une corrélation entre le nombre de plasmocytes et la gravité de la Iésion
(Greenwood et Moran, 1981). Néanmoins, a I’heure actuelle le critére diagnostique
histologique de référence reste 1’identification d’au moins 1 plasmocyte pour 120 champs
(Belaisch et al, 2007). La présence de plasmocytes dans le stroma endométrial est donc
pathognomonique de 1’endométrite chronique (Frischknecht et Brihwiler, 2008).
Concretement, le diagnostic doit se baser sur la présence d’un cedéme du stroma superficiel
associé a un infiltrat inflammatoire polymorphe dense du stroma endométrial avec présence
de plasmocytes (nombreux, rapport nucléo-cytoplasmique élevé). L’cedéme est
habituellement localisé prés de I’épithélium, il est légerement basophile avec quelques
leucocytes et cellules du stroma. Et la forte densité cellulaire du stroma est due a une
infiltration leucocytaire. De temps en temps, du tissu fibreux infiltré de cellules
inflammatoires peut étre observé. L’infiltration leucocytaire est majoritairement localisée
dans la portion superficielle de la muqueuse endométriale et dominée par les lymphocytes.
Les glandes se trouvent soit en phase précoce de sécrétion soit en phase de prolifération,
majoritairement infiltrées par des neutrophiles. Des infiltrations vasculaires intra-luminales
par des neutrophiles et des hémorragies artériolaires sous-épithéliales sont également visibles
(Greenwood et Moran, 1981). Bien que les données histologiques sur I’endométre de femme
ne soient pas suffisamment étayées comme le précisent Belaisch et al (2007), I’endométrite
chronique semblerait étre une réelle entité qui aurait un impact sur la fertilité des femmes.

Bilan : La diversité des classifications illustre la difficulté d’interprétation des signes
inflammatoires, certains pouvant étre présents dans des situations physiologiques. Seule la
mise en relation avec les performances de reproduction ultérieures permet la distinction entre
les situations normales et pathologiques.
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D. Corrélation entre les lIésions histologiques et les parameétres de
reproduction

1. Chez la jument

Plusieurs études ont montré que 1’examen histologique fournit un pronostic fiable
quant a la fertilité de la jument (De la Concha-Bermejillo et Kennedy, 1982 ; Van Camp,
1988). Ainsi, la biopsie endométriale est devenue un examen a part entiére dans 1’évaluation
des troubles de reproduction chez les juments.

L’endométrite subclinique est sirement sous-diagnostiquée de par 1’absence des
signes cliniques mais elle contribuerait a I’infertilit¢ des juments. La biopsie utérine est un
outil de choix pour I’objectiver en mettant en évidence des lésions de dégénérescence utérine
comme la lymphagiectasie, la perte de 1’épithélium, I’hyperplasie épithéliale, la fibrose
périglandulaire, la fibrose autour des vaisseaux... (LeBlanc et Causey, 2009).

a) Les lésions histologiques caractéristiques d’infertilité

En 1975, Ricketts et Kenney (cités par Wyers et rey, 1987)) ont montré que la
fréquence et la gravité des Iésions augmentent avec 1’age, donc avec ’activité reproductrice,
et que les lésions de type chronique (seules ou en association) ont le pronostic le plus sombre,
mais elles semblent toujours d’un plus mauvais pronostic lorsqu’elles sont associées avec
d’autres lésions (Wyers et Rey, 1987). En effet, les biopsies réalisées avant la saison de monte
révelent que 66% des juments présentant a la fois une endométrite aigué et une endométrite
chronique dégénérative restent non-gravides, contre 33% qui parviennent a étre gravides a la
saillie suivante (Wyers et Rey, 1987).

De nombreuses lésions diffuses, largement répandues indépendamment de leur degré
de gravité sont plus graves que des lésions graves peu nombreuses irrégulierement répandues
et concentrées. Plus les lésions sont diffuses, plus les performances de reproduction sont
compromises. (Kenny et Doig, 1986).

Quant aux lacunes lymphatiques, leur réle dans la réduction de la capacité a mener a
terme une gestation n’est pas clair. Mais quand elles sont répandues et détectables par
palpation transrectale avec des replis endométriaux épaissis, elles diminueraient la capacité de
mener une gestation a terme.

b) Prévision des taux de gestation selon la classe de la biopsie

Selon Kenney et Doig (1986), avec les endomeétres de catégorie | (pas ou peu de
changements dans 1’architecture endométriale), le taux de gestation attendu est de 80-90%
(tableau 8). Chez les juments atteintes d’endométrite de catégorie |1, les capacités a concevoir
Ou & mener une gestation a terme dépendent de la fréquence et la distribution des lésions. En
effet, apres traitement, les femelles en catégorie I1A peuvent mener a bien une gestation dans
50 a 70% des cas. De plus, si ces juments n’ont été stériles qu’un an, elles ont 80 % de
chances de devenir gravides contre 50% si elles 1’ont été deux ans ou plus. Dans les cas de
classement en catégorie IIB, il n’existe pas de traitement et seulement 30 a 50 % des juments
porteront un feetus a terme. Les endometres classés en catégorie III présentent de graves
modifications qui affectent a la fois la capacité a concevoir et & maintenir une gestation
(moins de 10% de chance de concevoir et porter a terme un poulain). Une étude qui réalisait
des biopsies utérines sur 79 juments a montré que les juments ayant peu de lésions
endométriales avaient un taux de poulinage de 78% et un taux d’avortement de 9,7%, celles
avec plus de lésions séveéres avaient un taux de poulinage de 55% et un taux d’avortement de
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23,8% et enfin celles qui présentaient les Iésions les plus graves avaient un taux de poulinage
de 35% et un taux d’avortement de 44,4% (De La Concha-Bermejillo et Kennedy, 1988).
Riddle et al (2007) le confirment en démontrant qu’une trés forte baisse du taux de gestation
est associée avec une inflammation endométriale grave. Ainsi, une réponse inflammatoire
modérée a grave devrait étre résolue avant la mise a la reproduction (Kenney et Doig, 1986).
Néanmoins, méme si une jument en catégorie Il a un pronostic sombre, les chances ne sont
pas nulles (Kenney et Doig, 1986), probablement parce qu’une biopsie peut ne pas étre
représentative de 1I’ensemble de 1’utérus (Fiala et al, 2010).

Catégorie Degré des modifications Taux de poulinage
endométriales attendus
I Absentes 80-90%
A Légeres 50-80%
[IB Modérées 10-50%
1] Séveres 10%

Tableau 8 : Taux de poulinage attendus selon le classement de I’endométre
(Kenney et Doig, 1986)

2. Chez la vache

Les auteurs sont de facon générale d’accord (sans pour autant étre unanimes) sur le fait
que les endométrites au sens large ont un effet délétére sur la fertilité des vaches (Gilbert et al,
2005). Une augmentation de I’intervalle vélage-vélage, une réduction du taux de réussite en
premiére 1A (Hammon et al 2001 ; Gilbert et al, 2005), une augmentation du nombre
d’inséminations par IA fécondante, du taux de réforme font parties de ces parametres de
reproduction altérés.

a) Les lésions histologiques caractéristiques d’infertilité

Chez la vache, la gravité des modifications endométriales liées a 1’inflammation est
corrélée avec les performances de reproduction (Doig, 1980). Le temps qu’une vache reste
infertile est corrélée a la sévérité et de la durée de I’inflammation (Bretzlaff, 1987). D’aprés
Hartigan et al (1972), infiltration cellulaire de I’endométre peut étre reliée a 1’infertilité des
vaches a condition de fixer un seuil pathologique. En effet, des endométrites dites modérées
ou discretes ne sont pas forcément synonymes de stérilité (Hartigan et al, 1972), car elles
peuvent étre lies a la phase du cycle cestral (présence de neutrophiles) et a 1’age de la
femelle.

Des portions restreintes d’endomeétre infiltrées par les cellules ont peu d’effet sur la
fertilité¢ alors qu’une infiltration cellulaire diffuse fait diminuer les chances de fécondation
(De Bois et Manspeaker, 1986). En effet, si des lésions modérées d’endométrite sont
compatibles avec une gestation, par contre une importante densité en foyers inflammatoires
réduit le taux de conception (De Bois, 1961 ; cité par Dawson, 1963). Eduvie et al (1984) ont
montré que les biopsies utérines présentant des nodules lymphoides augmentent avec le
nombre de jours post-partum. L’infiltration lymphocytaire de 1’endometre, I’atteinte de
I’épithélium luminal, un degre de fibrose périglandulaire important sont significativement
plus marquées chez les animaux dont le délai de guérison est ensuite long (>120 jours)
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(Chaffaux et al, 1987). Les signes chroniques d’inflammation, telles que la dilatation des
glandes endométriales, la fibrose périglandulaire font augmenter le nombre d’inséminations
artificielles nécessaires pour obtenir une insémination fécondante (Bois et Manspeaker, 1986).
Quant a la fibrose péri-glandulaire, elle peut interférer avec la fonction de la glande jusqu’a
I’atteinte du soutien glandulaire pour le conceptus en début de gestation, causant ainsi une
mort embryonnaire précoce (Bretzlaff, 1987 ; Azawi, 2008). Elle signe une véritable
dégénérescence du tissu endométrial, a I’origine d’infertilité (Chaffaux et al, 1987). D’apres
Kibar et Jalakas (2002), la dégénérescence kystique des glandes utérines doit étre majeure
pour affecter la reproduction ; réciproquement, 1’¢élargissement kystique des glandes utérines
ne signifie pas que la vache soit stérile. Il n’y aurait donc pas de relation entre la présence de
glandes kystiques et les performances de reproduction (Kubar et Jalakas, 2002).

Il ne semble pas y avoir de corrélation entre la présence ou la gravité des lésions
histologiques et I’isolement d’une ou plusieurs especes bactériennes spécifiques (Messier et
al, 1984). Des études précédentes (Griffin et al, 1974 ; Luginbuhl et al, 1981 ; cités par
Messier et al, 1984) avaient montré que 1’isolement de T. pyogenes n’était corrélé avec la
présence de lésions graves de I’endométre que lorsque d’autres espéces bactériennes étaient
isolées simultanément. De méme, aucune corrélation ne pouvait étre établie entre le nombre
de bactéries par gramme de tissu utérin et la gravité des lésions (Messier et al, 1984).

Au final, les criteres d’intérét pronostique pour la fertilité ultérieure chez la vache sont
I’inflammation, la fibrose péri-glandulaire, et la dégénérescence kystique de nombreuses
glandes.

b) Prévision des animaux infertiles en fonction de leur Iésion
histologigue

Gonzalez et al (1985) avaient défini 4 catégories d’utérus (selon la réaction
inflammatoire, la fibrose et ’aspect des glandes) : la catégorie 1 comprenait les endomeétres
normaux avec une gradation croissante jusqu’a la catégorie 4 correspondant aux endometres
présentant les Iésions les plus graves. Trente-trois pourcents des vaches de la catégorie 1,
56,5% des vaches de la catégorie 2, 73,5% des vaches de la catégorie 3 et 91,3% de celles en
catégorie 4 présentent des troubles de la reproduction (avortement, repeat-breeding,
mortinatalité, intervalle vélage-insémination artificielle fécondante augmenté). Dans 1’étude
de Chaffaux et al (1987), on se rend compte toutefois que tous les animaux avec des lésions
sévéres d’endométrites ne sont pas pour autant infertiles (8,7%). En bilan, méme si 85% des
animaux fertiles ne présentent ni lésions graves d’endométrite ni fibrose périglandulaire
(Chaffaux et al, 1987), la gestation reste néanmoins possible en cas d’endométrite légere a
modérée. Et réciproquement, une étude de Messier et al (1984) a montré que dans toutes les
classes histologiques d’endométre il existe toujours quelques animaux infertiles. Mais une
endometrite initialement peu grave peut devenir persistante et altérer la fertilité (LeBlanc et
al, 2002a), autrement dit c’est la chronicité d’une lésion mineure qui peut étre a 1’origine
d’infertilité.

3. Chez la chienne

Jusqu’en 2013, méme si des relations entre des lésions d’endométrite aigué ou
chronique et une subfertilité des chiennes sont déja évoquées (Schlafer, 2012), seule une
étude démontre ce lien par la cytologie : celle-ci comprenait 26 chiennes infertiles parmi
lesquelles 10 chiennes souffraient d’endométrite (Fontaine et al, 2009). Mais peu de données
ne caractérisent 1’histologie des endometres des chiennes infertiles ou ayant avorté. En 2013,
a I’aide de I’histologie, Mir et al rapportent a leur tour que 28% des chiennes ayant un
diagnostic de gestation négatif souffrent d’endométrite.
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Les lésions utérines inflammatoires ou hyperplasiques sont considérées comme des
causes d’infertilité¢ chez la chienne (Schafler, 2012). En modifiant I’environnement utérin, ces
1ésions utérines induiraient des échecs d’implantation, des échecs de développement feetal ou
embryonnaire (Freshman, 1991). La pathogénie des réactions inflammatoires endométriales
n’est pas encore clarifiee. De méme, les conseéquences des fibroses et dégénérescence des
glandes utérines sont encore incertaines (Mir et al, 2013).

Une hyperplasie endométriale et/ou une fibrose des glandes endométriales en
dégénérescence associées ou non avec une endométrite lymphoplasmocytaire sont considérées
comme des signes de chronicité (Mir et al, 2013). Il est donc nécessaire de mettre en place un
outil diagnostique reconnu permettant de déceler les 1ésions d’endométrite avant qu’elles ne
deviennent chroniques. L’examen échographique a été montré comme étant un bon outil de
terrain pour permettre un diagnostic d’hyperplasie glandulo-kystique avancée et les formes
suppurées (Bigliardi et al, 2004), mais il ne permet pas d’identifier I’endométrite et les cas
précoces d’hyperplasie glandulo-kystique endométriale (Christensen et al, 2012).

I1l. L’examen histologique dans le diagnostic d’endométrite chez la vache

Le diagnostic des endométrites dans les troupeaux a été géné par un manque de
définition de la maladie (Gilbert et al, 2005; Sheldon et al, 2006). Récemment, les
endomeétrites ont été subdivisées en formes clinique et subclinique (Sheldon et al, 2009). Les
endométrites cliniques sont associées a un écoulement vaginal purulent au-dela de 21 jours
postpartum alors que les endométrites subcliniques sont définies par une inflammation de
I’endomeétre sans signes cliniques apparents. Elles se caractérisent a I’examen cytologique, par
un taux de neutrophiles entre 5,5% et 10% dans des échantillons obtenus par lavage utérin ou
avec une cytobrosse autour de 5 semaines post-partum (sans signe clinique). Ces vaches ne
présentent pas d’écoulement vaginal mais I’inflammation utérine est associée a une altération
des performances de reproduction (Sheldon et al, 2009). Néanmoins, en 2010, Dubuc et al ont
remis en cause cette distinction des endométrites en endométrite clinique et cytologique. En
effet, ils ont mis en évidence que sur un méme lot de vaches la cytologie (au seuil de 6% de
neutrophiles) a détecté 13,5% d’endométrite, I’examen clinique (écoulement vaginal purulent
ou muco-purulent) en a détecté 9,4% et les deux examens simultanés 5,8%. Ceci suggére qu’il
y a trois types d’endométrites différents : celles avec un écoulement vaginal purulent (EVP),
celles avec une cytologie utérine montrant plus de 6% de neutrophiles et celles présentant a la
fois un écoulement vaginal purulent et une cytologie utérine positive (figure 11).

Cytologie

EVP : Ecoulement vaginal purulent

Figure 11 : Les différentes formes d’endométrites selon Dubuc et al (2010)
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L’examen histologique de 1’endométre fournit de nombreux détails sur 1’inflammation
endométriale, des détails précis sur les lésions, et permet une évaluation des différents
éléments tissulaires. Cet examen a une sensibilité de 44% et une specificité de 92 % pour
diagnostiquer les endométrites subcliniques en utilisant 1’examen cytologique comme
référence (Meira et al, 2012). 1l s’agit donc d’une méthode diagnostique tres spécifique mais
peu sensible. Déja en 1956, Skjerven suggérait, que les « possibilités d’une biopsie
endomeétriale » devraient étre envisagées afin d’améliorer le diagnostic de I’infertilité bovine
(Bonnet et al, 1991a). D’aprés certains auteurs, la biopsie utérine est effectivement une
solution clé¢ pour identifier la nature du probléme d’infertilité (Bretzlaff, 1987), dont les
endométrites (Gilbert et al, 2005).

Néanmoins, contrairement au milieu équin, bien qu’il existe a I’heure actuelle une
échelle de gradation des lésions histologiques utérines chez la vache (Chapwanya et al, 2009),
il manque des études évaluant la relation entre le statut de la biopsie et la fertilité de la vache
biopsiée (Madoz et al, 2014). Seul un travail mené par Meira et al (2012) a évalué I’emploi de
la biopsie utérine comme outil diagnostique des endométrites subcliniques.

En pratique, lorsque la clinique, la palpation transrectale et 1’examen vaginal
convergent de fagon évidente vers une endométrite, la biopsie utérine n’est pas nécessaire
(Bois et Manspeaker, 1986). Bien qu’elle ne soit pas justifiée dans la pratique quotidienne,
elle peut étre extrémement utile lors de repeat-breeding (vaches infertiles a chaleurs
normales). De plus, chez les vaches de haute valeur, le recours a la biopsie utérine permet une
évaluation compléte du tractus génital (DeBois et Manspeaker, 1986).

Quant aux endométrites subcliniques, les examens diagnostiques de routine comme
I’examen au vaginoscope ne permettent pas de les identifier. Or, elles altérent,
insidieusement, les performances de reproduction. On peut donc considérer des vaches
comme saines avec les examens de routine, alors que simplement elles ne manifestent pas de
signes cliniques (endométrite subclinique). D’aprés Sheldon et al (2009), 37-74% des
animaux sont touchés par cette affection. Elles représenteraient plus de 40% des vaches
déclarées saines (Deguillaume, 2010). Certes, la cytologie a prouvé son efficacité pour déceler
ce type d’endométrite, mais la biopsie utérine a peut-étre son rdle a jouer aussi si on parvient
a montrer qu’elle est plus prédictive des performances de reproduction ultérieures que ne 1’est
la cytologie.

Le recours & la biopsie utérine chez la vache a sans doute été limité par le
guestionnement quant a son innocuité. Certaines études affirment que la biopsie utérine
perturbe la fertilit¢ (Zaayer et Van der Horst, 1974 ; Miller et al, 1980) et/ou induit des
affections utérines. Zaayer et Van der Horst (1974) montraient que deux biopsies séparées
dans le temps et réalisée chacune sur une corne différente étaient délétéres pour une vache. En
effet, en se basant sur les observations des éleveurs (chez qui ces chercheurs avaient pratiqué
les biopsies utérines), un retard et une diminution d’expression des chaleurs étaient constatés.
Sur huit vaches dites « fertiles », quatre n’ont pas exprimé de chaleurs et trois sont revenues
en chaleur plus tardivement. Dans 1’étude de Miller et al (1980), les vaches ayant été
biopsiées entre 21 et 35 jours post-partum ont un taux de réussite a la premiére insémination
Iégerement réduit, sans pour autant que cette demonstration soit trés scientifique. En effet, sur
les 207 vaches biopsiées sur les 2691 vaches de 1’étude, le taux de réussite en premiére
insémination est d’environ 30%, comparé a celui de la population totale qui est de 43%.
Cependant, les vaches biopsiées provenaient du groupe de vaches ayant une endométrite
modérée (cornes uterines de 3-4 cm, 0,5 a 1 cm de différence de diameétre entre les deux
cornes, parfois écoulement utérin léger a modéré), alors que la population totale était
constituee a la fois de vaches avec des utérus normaux (1140 vaches), avec des endometrites
modérées (550 vaches) et des endométrites séveres (111 vaches).

49



D’autres auteurs comme DeBois et Manspeaker (1986), Sheldon et al (2006),
Chapwanya et al (2010) défendent eux I’innocuité de cette technique. Ces derniers ont étudié
les consequences des biopsies utérines réalisées sur 13 vaches a 15, 30, 60 jours post-partum.
Pour ce faire, un examen clinique (examen externe, température, couleur des muqueuses,
fréquence respiratoire, fréquence cardiaque) a été réalisé sur chaque vache a 1, 6, 24 et 48
heures post-biopsie en se concentrant particuliéerement sur les écoulements vulvaires
anormaux et sur les signes d’inconfort. Les vaches étaient par la suite synchronisées et
inséminées. Un diagnostic de gestation était mis en place 27 jours apres I’insémination. Le
taux de gestation n’était pas perturbé, et aucun effet délétere sur la santé, la cyclicité ou la
fertilité n’ont été détectés. Par ailleurs, 1a cicatrisation est rapide, les hémorragies et autres
Iésions se résorbent facilement. En 2014, I’équipe de Binelli (Pugliesi et al, 2014) révéle dans
leur étude, dans laquelle été évalué I’'impact de la biopsie utérine la semaine apres
I’insémination artificielle sur le taux de gestation et le maintien d’une gestation, qu’aucun
marqueur d’infection ou d’affection utérine n’était observé postérieurement a la biopsie.

Bien que la biopsie endométriale ait été sans doute 1’outil diagnostic de certitude chez
les juments, son codt financier et en temps de travail limitent son utilisation chez la vache
(Gilbert et al, 2005). La réalisation du cathétérisme cervical est également beaucoup plus
complexe chez la vache que chez la jument, en particulier chez les primipares. 1l est conseillé
de pratiquer la biopsie pendant 1’cestrus, de ne pas hésiter a faire un échantillon de taille
suffisante soit de 4x8 mm (De Bois et Manspeaker, 1986 ; Chapwanya et al 2010) et autant
qu’il soit possible de la reconnaitre, d’effecteur la biopsie dans la corne qui n’hébergeait pas
le veau lors de la gestation précédente car les biopsies y seraient plus lisibles selon Bonnet et
al 1991a.

La préparation et la lecture microscopique des échantillons ne permettent pas d’obtenir
une réponse «au chevet » de la femelle, d’autant plus qu’il faut des compétences d’un
anatomopathologiste pour I’interprétation des lIésions histologiques. Des méthodes moins
invasives pour évaluer I’inflammation endométriale incluent la cytologie avec recueil de
I’échantillon par cytobrosse ou par lavage utérin, considérée comme la technique de référence
et est devenue le standard auquel les autres techniques sont comparées (Kasimanickam et al,
2004 ; Deguillaume et Chastant, 2009 ; Sheldon et al, 2009 ; Deguillaume et Chastant, 2012).

Au-dela du diagnostic, I’analyse des biopsies par PCR ou RT-PCR offre un potentiel
sans précédent pour comprendre les mécanismes moléculaires régulant la réponse
immunitaire du post-partum, les profils cellulaires et moléculaires en réponse aux
modifications tissulaires et/ou aux affections post-partum. La biopsie pourrait donc faciliter la
découverte de nouveaux marqueurs ou de cibles thérapeutiques nécessaires pour soigner des
maladies utérines qui contribuent a la réduction de la fertilit¢ (Chapwanya et al, 2010). De
méme, afin de comprendre les mécanismes génétiques et physiologiques de 1I’implantation
embryonnaire et donc de la réceptivité de ’endometre utérin a une gestation, Pugliesi et al
(2014) ont montré que la biopsie utérine pouvait étre un outil intéressant sans nuire a la
fertilité bovine. En effet, elle est compatible avec le maintien de la gestation mais elle réduit
néanmoins les taux de gestation de 35% (Pugliesi et al, 2014).

Plus récemment, des études en médecine humaine ont mis en ¢évidence 1’effet
bénéfique d’une Iésion induite par une biopsie sur I’endomeétre avant la stimulation ovarienne
au cours du cycle ovarien, sur la gestation. En effet, chez les femmes connaissant des échecs
d’implantation embryonnaire récidivants, elles ont 71% de chance d’étre enceintes apres une
Iésion endométriale causée par une biopsie (Potdar et al, 2012). D’un point de vue mécanisme
physiologique, la réceptivité endométriale est une des clés régulant I’implantation du
blastocyste dans I’endométre et il a ét¢ montré qu’une atteinte de 1’endométre modifie
I’expression de génes améliorant ainsi la sécrétion de facteurs de croissance et donc une
meilleure implantation de I’embryon (Kalma et al, 2009).
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CONCLUSION

Pour I’instant, sur le terrain, I’examen cytologique de I’endomeétre et du col « reste le
seul moyen diagnostique fiable de l’inflammation génitale vers un mois post-partum »
(Chastant-Maillard et Deguillaume, 2012). Il est a I’heure actuelle considéré comme le « gold
standard » du diagnostic de I’endométrite chez la vache alors que c’est plutdt la biopsie
utérine qui occupe cette position pour 1’évaluation de la fertilité dans la plupart des espéces.
Compte tenu des inconvénients de la mise en ceuvre de la biopsie utérine chez la vache par
rapport & I’examen cytologique, il est intéressant d’évaluer les deux techniques de fagon
comparative.

L’¢étude expérimentale présentée ici consiste a prelever, ex vivo, a ’abattoir, quatre
zones distinctes de ’utérus de vache (col, corps utérin, cornes droite et gauche). Sur chaque
zone, un prélevement histologique et un prélévement cytologique contigus ont été réalisés.
L’objectif est de comparer le statut inflammatoire de chaque site obtenu par les deux
techniques (cytologie et histologie) et d’évaluer I’homogénéité de I’inflammation au sein du
tractus génital.
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PARTIE EXPERIMENTALE
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Actuellement, I’examen de référence pour évaluer 1’état inflammatoire de I'utérus de
vache est la cytologie. Or, seules les cellules en superficie sont visualisées dans un tel
examen. La question se pose donc de savoir si ce prélevement est réellement représentatif du
statut inflammatoire réel de 1’utérus tel qu’il peut par exemple étre évalué par histologie. De
plus, le prélévement en vue de I’examen cytologique est réalisé grace a une cytobrosse, ainsi
seule une partie bien localisée de ’utérus (a la bifurcation des cornes) est évaluée. L’étude
présentée ici vise tout d’abord a comparer les conclusions des examens cytologique et
histologique en ce qui concerne le statut inflammatoire d’une zone donnée. Puis quatre
secteurs génitaux (col, corps utérin, corne droite et gauche) ont été échantillonnés avec
comme second objectif d’évaluer I’homogénéité de 1’inflammation au sein de I’appareil
génital.

l. Matériels et méthodes

A. Constitution de I’échantillon d’étude

Cette étude expérimentale est une étude ex vivo. Elle s’est déroulée dans I’abattoir de
Noeux-les-Mines (62, groupe Bigard), avec 1’aimable autorisation des Docteurs Roze et
Machacova. Sur les 400 prélévements cytologiques réalisés (donc sur 100 vaches), 74% ne
présentaient aucune inflammation (Daragon, 2011). Or, dans notre étude nous souhaitions
avoir autant de vaches dites «cytologiquement» positives que négatives. Pour ce faire, nous
avons di compléter cette collection en allant prélever d’autres appareils génitaux dans les
abattoirs de Puylaurens (81) et de St Gaudens (31).

Les tractus utérins étaient récupérés en triperie, au fur et a mesure de leur arrivée.
Aucune donnée individuelle concernant 1’animal (parité, production laitiére, délai post-
partum, performances de reproduction, stade du cycle cestral) n’était disponible. Les utérus
découverts gravides suite a I’incision des cornes utérines étaient exclus de 1’étude.

Finalement, les prélévements issus de 100 appareils génitaux ont été analysés (dont 75
utérus issus de Noeux-les-Mines, 8 de Puylaurens, 17 de St Gaudens).

B. Protocole expérimental

Un préléevement pour examen cytologique et un prélevement pour examen
histologique ont été réalisés cote a cote a quatre sites distincts de 1’appareil génital : au niveau
du deuxiéme anneau cervical, a la base des deux cornes dans le corps utérin et dans la partie
moyenne de chaque corne utérine (bord anti-mesomeétrial ; figure 12).

Les prélevements dans le corps et les cornes utérines étaient réalisés apres incision de
I’utérus avec une lame de bistouri non stérile. Une cytobrosse (Cytotak ™ Brush, Medical wire
equipment co.ltd, Corsham, Wiltshire, Angleterre), était appliquée contre la muqueuse utérine
et tournée dans un sens horaire, en appliquant une légére pression (figure 12-3). Une
cytobrosse était utilisée par site de prélevement. Ensuite, la totalité de 1’épaisseur de I’utérus
était prélevée a chaque site, a proximité du site de prélevement cytologique, grace a Punch a
biopsie 8 mm (LCH medical products, Paris, France).

Le prélévement cytologique endocervical ne nécessitait pas d’incision de la paroi
cervicale. La brosse était directement insérée dans 1’orifice externe de col jusqu’au deuxieme
anneau cervical (figure 12-4). Quant a la biopsie cervicale, réalisée également au punch a
biopsie, elle était faite apres incision aux ciseaux de la partie dorsale du col.
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Figure 12 : Prélévements ex vivo sur utérus d’abattoir (Deguillaume, 2011).
1. Sites des prélevements
2. Incision de la corne jusqu’a la lumiére utérine, sur la grande courbure, par une lame de
bistouri
3. Réalisation du frottis endométrial par rotation de la cytobrosse contre la paroi de
I’endométre
4. Réalisation du frottis endocervical par introduction de la cytobrosse dans 1’orifice
postérieur (externe) du col jusqu’au deuxiéme anneau cervical

C. Préparation des échantillons

La cytobrosse était ensuite roulée sur une lame en verre pour microscope. Si le
prélevement était fortement muqueux ou contaminé par du sang, plusieurs frottis successifs
¢taient réalisés. Les frottis €taient ensuite séchés a ’air libre et rangés dans des boites de
transport.

Les biopsies étaient retirées délicatement des mors de ’outil a biopsie et déposées
dans des flacons préalablement remplis par du formaldéhyde 10%.

Au final, on obtenait un frottis et un prélevement biopsique par site, soit 4 frottis et 4
biopsies pour chaque tractus.
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D. Coloration des lames

1. Cytologie

Les lames ont été colorées par la coloration de May-Grinwald-Giemsa, réalisée de
maniére automatisée (modele Aerospray, marque Wescor, Kitvia, Labarthe Inard, France) par
un automate de I’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse.

2. Histologie

Les biopsies plongées dans du formol 10% (1/10) ont été transportées telles quelles
jusqu’au laboratoire d’ Anatomopathologie des ruminants de I’Ecole Nationale Vétérinaire de
Toulouse. Elles ont été préparées apres 1’inclusion dans des blocs de paraffine. Ces blocs ont
fait I’objet de coupe de 4-6 um au microtome et ces coupes ont été colorées a 1’hémalun-
éosine (HE).

E. Lecture des lames

1. Cytologie

La méthode de lecture comprend, tout d’abord, une observation de la lame au
grossissement x100 pour évaluer son homogéneite et rechercher une zone de lecture correcte,
puis a I’objectif a immersion (x1000) en progressant par créneaux. Deux cent cellules sont
comptées par frottis et le statut inflammatoire est évalué par la proportion de neutrophiles
parmi 200 cellules dénombrées (%N).

Pour étre comptée, une cellule doit avoir un contour nucléaire visible et intégre, un
contour cytoplasmique visible et intégre et faire partie de I’une des trois catégories suivantes :
granulocyte neutrophile (GNN), autres leucocytes (les granulocytes éosinophiles, les
lymphocytes et les monocytes) et cellule épithéliale (quel que soit son type : agranulaire,
granuleuse ou squameuse) (figure 13). Ne sont pas comptées : les cellules anucléées (hématies
et squames), les cellules abimées, les noyaux nus, les amas de cellules tridimensionnels, les
cellules fortement fusiformes, isolées ou en paquets, évoquant des fibroblastes. Par ailleurs, la
contamination sanguine est évaluée selon les caractéristiques suivantes : (0) pas d’hématie,
(+) quelques hématies, (++) plusieurs plages de lecture fortement hémorragiques et (+++)
plages hémorragiques incluant toutes les cellules a compter, lesquelles sont de morphologie
altérée. Les causes des éventuelles difficultés de lecture étaient notées. Lors d’impossibilité de
lecture de la lame (nombre de cellules insuffisantes, contamination trop importante), la lame
jumelle était colorée a son tour et lue.

Mise a part les 25 dernieres vaches prélevées pour compléter la collection
d’échantillons qui n’ont été lues que par un seul opérateur, les 75 prélevements issus de
I’é¢tude de Deguillaume (2010) ont été lus par un opérateur qui avait évalué sa reproductibilité
sur un % de frottis de cette étude (partie in vivo).

55



Figure 13: Frottis cytologiques endométriaux (grossissement 1000 x, coloration May-
Grinwald-Giemsa ; Deguillaume, 2010) :
Les fleches délimitent les contours des cellules d’intérét . 1. Cellules épithéliales, 2.
granulocytes neutrophiles.

2. Histologie

Les 400 lames ont été lues en suivant une grille de critéres construite d’apres la
littérature (Bonnet et al, 1991a ; Chaffaux et al, 1987, tableau 9). Toutes les lames ont été lues
par le méme opérateur. La variabilité intra-opérateur a été évaluée apres la double lecture des
400 lames par le méme opérateur. A de nombreuses reprises, de hombreuses lames ont été
lues par un autre opérateur afin de valider les résultats du premier, sans pour autant évaluer
une concordance entre ces deux opérateurs.

Chaque lame était lue de la facon suivante. Au faible grossissement (x100), elle était
balayée afin d’avoir un apergu général de la coupe. On pouvait d’ores et déja apprécier la
densité et I’aspect des glandes utérines, la présence et le nombre de nodules lymphoides et la
qualité de 1’épithélium (absent, détruit). L’appellation de nodule lymphoide a été ici
extrapolée a toute concentration circulaire ou linéaire de cellules mononucléées, visible du
grossissement 40 au grossissement 200. Au grossissement 200, on évaluait la fibrose péri-
glandulaire en nombre de couches de fibroblastes concentrées autour des glandes. A ce stade,
il s’agissait d’une évaluation subjective de la lame (sauf pour le nombre de nodules
lymphoides) : la caractéristique la plus représentative de la lame était notée. Ensuite, au fort
grossissement (x400), les lames étaient lues objectivement. D’une part, Iinfiltration de
I’épithélium était notée en nombre de cellules (mononucléées ou neutrophiles) si au moins
trois champs non superposés étaient infiltrés. Pour 1’épithélium, un champ était défini comme
un épithélium intact mis au centre de I’objectif. D’autre part, I’infiltration des couches
profondes (stratum compactum et stratum spongiosum) était quantifiée en nombre de cellules
(mononucléées ou neutrophiles) sur au moins trois champs non superposés. En effet, pour étre
représentatif, il fallait que le nombre de cellules annoncées soit au moins lu trois fois
distinctement sur la coupe. Pour les couches profondes, un champ correspondait a
I’épithélium mis au deux tiers supérieur de 1’objectif avec aucune glande utérine sous-jacente
a cet épithélium : toute cellule (mononucléée ou neutrophile) présente sous 1’épithélium était
alors comptabilisée. Le comptage cellulaire était lu manuellement en créneau sur chaque
champ. Pour étre comptée, une cellule devait avoir un contour nucléaire visible et integre, un
contour cytoplasmique visible et intégre et faire partie de I’'une des catégories suivantes :
granulocyte neutrophile  (GNN), cellule mononucléée (lymphocyte, plasmocyte,
mastocyte...).
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WACHE N® o oo

Col

Corne
droite

Corne
gauche

Corps
utérin

Aspect de l’épithélium luminal:

-absent
-normal

- infiltré: mononucléaires ou polynucléaires
{+ faible/ ++modérée/ +++ forte)
* nombre par champs au grossissement 400
- partiellement ou totalement détruit { 2%
d’épithélium intact)

Stractum compactum

—cellules inflammatoires (mononuclée/ poly
nucléées: 0/ +/ ++/ +++)
* nombre par champs sous la membrane
basale au grossissement 400
-nodules lymphoides:
Présents/ absents
* nombre sur toute la biopsie

Stratum spongiosum:

Nodules lymphoides :
- présents
- absents
* nombre sur toute la biopsie

Glandes utérines:
Densité des glandes utérines:

—aucune/ rare/ modérée/ nombreuses
* nombre sous la membrane basale au
grossissement 10 sur toute la biopsie

Aspect des glandes utérines:

-normal {diamétre de la lumieéere < 2 fois la
hauteur des cellules épithéliales)

-glandes dilatées {diamétre...> 2 fois la
hauteur}

- glandes kystiques {glandes trés dilatées avec
épithélium aplati hypoplasique)

Fibrose péri-gzlandulaire:

- absente

- faible { 1 a 2 couches concentriques de
fibroblastes)

-modérée { 2 ou 3 couches)

- forte {> 3 couches ou sclérose}

Tableau 9 : Fiche de lecture des prélevements histologiques
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F. Collecte, saisie et synthése des données

Pour chaque utérus, les lames et les flacons étaient numérotés et identifiés de sorte a ce
qu’ils correspondent au compartiment prélevé d’une vache donnée.

Les résultats obtenus a ’aide des fiches de lecture cytologique et histologique ont été
saisis sur le logiciel Excel (Microsoft Office Excel 2007). Les tableaux informatiques de la
premiére saisie brute des données ont été transformés pour génerer des donneées interprétables.

1. Cytologie

A Tl’issue de cette premicre lecture, chaque compartiment (col utérin, corne droite,
corne gauche, corps utérin) de chaque vache était affect¢ d’un taux de granulocytes
neutrophiles (figure 14). Ce taux est le rapport entre le nombre de neutrophiles comptabilisés
sur deux cents cellules compteées sur le frottis.

Etape 1 : lecture

GNN Autres leucocytes | Cellules épithéliales | Taux GNN =| Remarques
GNN/200 | Difficultés

N° lame

1COL

1CD

1CG

1CU

Etape 2 : transformation des données @

N° lame/vache [txneutrocol |txneutrocd [txneutrocg (txneutrocu

Figure 14 : Grille de lecture des données cytologiques brutes aux données interprétables
« 1 COL » = lame du col de la vache n°1 ; txneutrocol = taux de neutrophiles cervical; cd = corne
droite, cg = corne gauche, cu = corps utérin, GNN = nombre de granulocytes neutrophiles comptés

2. Histologie

Seules P’infiltration cellulaire de 1’épithélium, des couches profondes et la présence
des nodules lymphoides ont été retenues dans la notation finale des lames (tableau 10). En
effet, les glandes utérines n’ont pas pu étre prises en considération du fait d’un manque de
précision dans le protocole de prélevement. Celui-ci ne précisait pas que le prélévement
devait étre réalisé sur une zone inter-caronculaire, car les caroncules sont dépourvues de
glandes uterines.

Par ailleurs, il était impossible de juger de la qualité de 1’épithélium, on ne pouvait pas
savoir s’il était absent ou détruit a cause de I’affection utérine ou de la préparation technique
de la lame. Neanmoins, pour des lames avec moins de 50% d’épithélium présent, des lames
ont été refaites a partir des blocs préexistants mais trés peu d’amélioration a été constatée :
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seules 23,7% (18/76) des lames présentaient plus de 50% d’épithélium intact a la seconde
coupe, figure 15-A). Au final, parmi les prélevements utérins, 65 lames (soit 23% des lames
(65/286) avec moins de 50% d’épithélium intact) et parmi les préléevements cervicaux 10
lames (soit 10% des lames (10/99) avec moins de 50% d’épithélium intact) ont moins de 50%
d’épithélium intact. De plus, les lames avec moins de 50% d’épithélium intact sont éparpillées
sur de nombreuses vaches et ne concernent que trés rarement les quatre lames de la méme
vache. Seules 7% (6/86) des vaches avaient trois lames avec moins de 50% d’épithélium
intact (figure 15-B). Cette dispersion entre vaches suggeére que 1’absence d’épithélium est
probablement un probléme technique entre le prélévement a 1’abattoir et la mise en bloc de
paraffine, et peu probablement un signe d’affection utérine.

Quant aux notes attribuées a I’infiltration de 1’épithélium et des couches profondes, et
de la lame, elles seront expliquées dans la partie Résultat 11-A et 11-B (description des résultats
cytologiques et histologiques).

Au final, les données interprétables de la cytologie ont été confrontées a celles de
I’histologie, et ce pour chaque lame.
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Tableau 10 : Données histologiques sélectionnées et incluses dans 1’analyse

CD : corne droite, CG : corne gauche, CU : corps utérin
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60 -
50 -
40 -

0,
20 - 23,7%

Nombre de lames

L1 et L2 <50% L1 <50% et L2 >50%

% d'épithélium intact sur la lame 1 (L1) et la lame 2 (L2)

50%
45 -
40 -
35 1 33%
30 -
25 -
20 -
15 - 10%

Nombre de vaches

0,
10 - 7%

5 - 0%
A

0 T T T T 1
0 1lame 2 lames 3 lames 4 lames

Nombre de lames dont moins de 50% d'épithélium est intact

Figure 15 : Qualité de 1’épithélium sur les coupes histologiques

A- Influence de la recoupe sur la qualité de 1’épithélium. Lorsque la lame issue de la
premicre coupe (L1) présentait moins de 50% d’épithélium intact, le bloc a été
découpé pour préparer la nouvelle lame (L2) pour 76 lames.

B- Nombre de lames présentant moins de 50 % d’épithélium intact pour une vache
donnée (n=86 vaches, 14 vaches avec des erreurs d’identification de lame ou lames
illisibles)

Les chiffres indiqués au sommet des barres indiquent le pourcentage de lames en % des 76
lames avec < 50% épithélium intact en 1% coupe (A) et le % de vaches touchées par le
nombre de lames avec moins de 50% d’épithélium intact en % du nombre total de vaches
ayant les 4 lames bien identifiées et lisibles
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G. Analyse statistique

La description des données cytologiques et histologiques, le calcul des coefficients
kappas ont été réalisés a 1’aide du logiciel Excel (Microsoft Office Excel 2007). Les tests
statistiques ont été analysés a 1’aide du logiciel Tanagra® (Tanagra 1.4, Lyon, France). Les
valeurs du degré de significativité P étaient bilatérales. Le risque d’erreur a été situé a 5%.

1. Validation des supports d’étude (épithélium, couches profondes, lames

entieres)

Afin d’évaluer si les différentes zones (épithélium, couche profonde, lame dans son
ensemble) étaient de bons supports pour qualifier une vache avec inflammation de
I’endométre ou non, un test de collinéarité a été effectué. Celui-ci a mis en évidence que ces
trois ¢éléments étaient interdépendants (p<0,001), d’ou la nécessité de tester chacun d’entre
eux indépendamment dans les régressions logistiques univariées.

2. Homogénéité de I’inflammation

Trois notes histologiques ont été attribuées pour chaque lame histologique, une pour
I’épithélium, une pour la couche profonde de 1I’endométre et une pour la lame dans sa
globalité. Quant aux frottis, la variable d’intérét (%N : % de neutrophiles) a été classée
qualitativement en trois notes en fonction du seuil inflammatoire pathologique défini par
Deguillaume (2010) : 6%N pour 1’utérus et 5%N pour le col pour les prelévements entre 21 et
35 jours post-partum. En effet, on a utilisé ces seuils malgré 1’absence de données
individuelles sur les vaches prélevées, afin de pouvoir grader le statut inflammatoire des
frottis (Résultats 11-A-3).

L’homogénéité intra-murale de [I’inflammation (entre la note histologique de
I’épithélium et la note de la couche profonde) a été¢ évaluée d’une part par le coefficient de
concordance kappa (p<0,001) et d’autre part par le coefficient rho de Spearman. La
concordance est nulle si le coefficient kappa est <0, faible entre 0,01 et 0,2, légéere entre 0,21
et 0,40, moyenne entre 0,41 et 0,60, importante entre 0,61 et 0,8 et presque parfaite entre 0,81
et 1,00 (p<0,05). Quant au coefficient rho de Spearman, il y a corrélation lorsque rho>0,4
(p<0,05).

L’homogénéité de I’inflammation entre deux compartiments génitaux a été analysée a
I’aide du coefficient de concordance kappa, d’abord sur les notes cytologiques, puis sur les
notes histologiques attribuées.

3. Corrélation entre les données cytologiques et histologiques

a) Le coefficient de corrélation (r)

Des nuages de points entre les notes de cytologie et d’histologie pour chaque secteur ont
été faits afin d’apprécier le coefficient de corrélation (r; p-value). L’interprétation du
coefficient de corrélation (r) s’interpréte ainsi : plus r est proche de 1 avec une p-value <0,05
plus les valeurs sont corrélées entre elles.
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b) Comparaison des médianes

Dans un premier temps, nous avons verifié la normalité de la variable continue (taux
de neutrophiles endométriaux, endocervicaux) par le test de Shapiro-Wilk. Cette variable
n’étant pas normale (p<0,001), les tests non paramétriques ont été utilisés pour comparer les
médianes (plus de 2 médianes) de cette variable discontinue entre les différentes notes
d’histologie établies. Ainsi, le test de Kruskal-Wallis a été employé pour voir globalement
entre les groupes si certains étaient différents entre eux. Puis le test de Mann Whitney a
permis de connaitre les groupes qui se différencient (obtention de nouveaux groupes de notes
histologiques notés A, B, C, D). Avant de réaliser ces tests non paramétriques, certains
groupes fixés préalablement par les notes d’histologie avaient des effectifs trop petits d’ou le
regroupement de certains groupes en classes.

¢) La proportion de vaches malades ou saines en fonction du couple
(note histologique ; note cytologigue)

On a reporté le % de vaches avec 0%N et celles avec plus de 4-5%N et en fonction du
secteur étudié et de la note d’histologie. On a extrapolé le seuil pathologique du corps utérin
aux cornes utérines en émettant I’hypothése que ce compartiment (corps utérin et les deux
cornes utérines) fonctionnait de la méme facon.

4, Approche diagnostique d’un seuil histologique

En utilisant les seuils pathologiques disponibles en cytologie, une roc-curve a été
réalisée afin de fixer un seuil pathologique pour I’histologie au dessus duquel on a plus de
risque d’avoir une lame inflammatoire. Un index de Youden>0,5 avec une AUC élevée
caractérise un test utile pour le diagnostic. La précision du diagnostic est fonction de I’AUC :
0.9-1.0 excellent, 0.8-0.9 trés bon, 0.7-0.8 bon, 0.6-0.7 correct, 0.5-0.6 mauvais, < 0.5 test
inutile.

1. Résultats

Dans les résultats qui vont suivre, il faut préciser que les prévalences qui apparaissent
ne peuvent étre extrapolées a la population totale de vaches car I’échantillon de vaches utilisé
dans cette étude est biaisé (vaches envoyées a I’abattoir, aucun statut physiologique
connu...).

A. Descriptions cytologiques (figure 16)

1. Evaluation guantitative

a) Cytologie endométriale

Sur les 100 utérus preleveés, les médianes (EIQ : écart inter-quartile) d’inflammation
étaient de 0%N [0-3%N], 0%N [0-2%N], et 0%N [0-1%N] pour les prélévements de la corne
droite, de la corne gauche et du corps utérin respectivement.

Les leucocytes étaient absents de prés de 64% a 72% (64/100 a 72/100) des frottis
endométriaux (0%N) et 56% (56/100) des vaches ont une inflammation nulle aux trois sites
utérins.
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Dans notre échantillon, 71% (71/100) des vaches présentaient un taux de neutrophiles
< 6%N et seulement 8% (8/100) des individus ont une inflammation endométriale séveére (>
40%N).

b) Cytologie cervicale

Sur les 100 tractus génitaux prélevés, la médiane (EIQ) d’inflammation était de 0%N
(0-7,5%N).

Les granulocytes neutrophiles étaient absents de 64% (63/99) des frottis
endocervicaux, soit 63 vaches avec des frottis endocervicaux sans inflammation parmi
lesquelles 46 présentent une inflammation nulle aux quatre sites de prélevement. Le %N
variait entre 0 et 78%, avec 71% (70/99) des frottis dont le %N endocervicaux était < a 6%,
66% (65/99) des frottis dont le %N endocervicaux < & 2%. Seuls 4% (4/99) des vaches
présentaient une inflammation sévere (%N > 40%).

2. Evaluation qualitative

Le délai entre le dernier vélage de la vache et la date d’abattage était inconnu. Or, les
seuils pathologiques pour le %N en dépendent : ils sont de 6%N pour 'utérus et 5% pour le
col a 21-35 jours post-partum alors qu’ils baissent respectivement a 1% et 2% si le
prélevement est réalisé plus tardivement, dans les 7 jours qui précédent I’'TA (Deguillaume,
2010).

En ne considérant que les seuils les plus faibles pour définir I’endométrite (assurant
une bonne sensibilité de détection), la prévalence de celle-ci était de 33% (33/99) pour le col,
36% (36/100) pour la corne droite, 32 % (32/100) pour la corne gauche et de 28% (28/100)
pour le corps utérin.

3. Evaluation semi-quantitative

Afin de pouvoir par ailleurs comparer les résultats cytologiques a ceux de I’histologie,
le statut inflammatoire cytologique a été codifié en attribuant une note allant de 0 a 2. Nous
avons formé 3 classes pour isoler d’une part tous les frottis ne présentant pas d’inflammation
(note de zéro, taux de neutrophiles = 0), d’autre part la classe de 1 a 4-5 de %N (donc entre
les seuils définis pour les deux délais post-partum) et enfin les frottis avec plus de 5-6% de
neutrophiles. En effet, dans la littérature, en cytologie, les seuils pathologiques sont de >5%N
pour le col et >6%N pour le corps utérin a 21-35 jours post-partum (J21-35 PP). Au-del3,
dans la période de mise a la reproduction, les seuils sont inférieurs (Deguillaume, 2010). En
I’absence d’information sur le délai post-partum des vaches dans notre étude, mais en
supposant que peu de vaches étaient abattues entre 8 (date legale) et 35 jours post-partum (i.e
avant le pic de lactation), nous avons utilisé les seuils connus a J21-35 PP pour considérer les
compartiments génitaux comme inflammatoires. Seules les cytologies a 0% de neutrophiles
ont été considérees comme non inflammatoires afin de s’affranchir de cette classe
intermédiaire de vaches avec 1-4%N pour le col et 1-5%N pour le corps utérin.

Ainsi, il sera possible de verifier au cas par cas si une cytologie de note zéro est bien
corrélée avec une histologie ne témoignant pas d’inflammation, i.e Si une cytologie qui ne
conduirait pas le praticien a mettre en ceuvre un traitement est conforté par 1’histologie.
D’apreés la figure 16-B, 67 % (267/399) des lames ont une note de zéro, 11% (44/399) des
lames ont une note de 1 et 22% (88/399) une note de 2.
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Comme le met en évidence la figure 16-C, pour chaque zone de prélevement, plus de
60% des frottis ont un taux de neutrophile nul et entre 14 et 18% des frottis sur chaque site
ont des frottis avec 11% ou plus de neutrophiles (frottis dit cytologiquement tres positif).
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Figure 16 : Répartition des frottis en fonction du taux de neutrophiles tous sites confondus
(n=399 frottis) (A), de la note d’inflammation (n=399 frottis) (B) et du site de prélévement (n

cornes, corps utérin = 100 lames ; neor = 99 lames)(C)

Les chiffres indiqués au sommet des barres indiquent le pourcentage de frottis en % du
nombre total de frottis pour chaque classe de taux de neutrophiles
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B. Descriptions histologiques

1. Evaluation qualitative

a)  L’épithélium

L’épithélium cervical comme utérin était majoritairement de type cylindrique simple a
pseudo-stratifie (figure 17). Pour 1’épithélium cervical, si le prélévement était réalisé a
proximité de I’ostium externe du col, alors I’épithélium pouvait étre pavimenteux et stratifié
(Barone, 1990).
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Figure 17 : Epithélium utérin de type cylindrique (HE, x400)

Il pouvait étre infiltré par différents types de cellules : mononucléées (lymphocytes,
plasmocytes, macrophages) et neutrophiles (figure 18). L’infiltration par les cellules
mononucléées n’était jamais importante contrairement a celle des neutrophiles qui pouvait
parfois envahir 1’épithélium. Néanmoins, il était courant de retrouver quelques cellules
mononucléées (jusqu’a cinq cellules par champ ; x400) infiltrant 1’épithélium contrairement
aux neutrophiles qui eux étaient soit totalement absents soit présents en grande quantité.
Certains épithéliums étaient imprégnés par des pigments d’hémosidérine ou de lipofuscine,
impossible a différencier.

Certaines modifications de 1’épithélium pouvaient étre le reflet d’un processus
inflammatoire, comme sa morphologie (aplati, cubique...) et son intégrité (absence totale,
décoll¢é de la membrane basale...). Or, il était impossible de savoir s’il s’agissait d’un artéfact
de préparation des prelévements ou réellement des signes d’inflammation. Ces éléments n’ont
donc pas été pris en considération.
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Figure 18 : Coupe histologique de col utérin (A, HE, x400) et de corne utérine (B, HE, x200)
A . Infiltration de I’épithélium par les lymphocytes
B : Infiltration de I’épithélium par les neutrophiles

b) Les couches profondes (stratum compactum et stratum spongiosum)

Le stratum compactum était caractérisé par un conjonctif lache trés riche en cellules
(fibroblastes, macrophages, lymphocytes, éosinophiles) et plus en profondeur par un stratum
spongiosum riche en fibres de collagéne. Le stroma était infiltré par des cellules en
provenance du sang (lymphocytes, granulocytes, plasmocytes). Il contenait aussi des glandes
utérines, tubulaires, avec un épithélium en continuité avec celui de ’endométre mais les
cellules y étaient davantage sécrétrices (Barone, 1990).
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Les cellules mononucléées (lymphocytes, macrophages, plasmocytes, mastocytes) sont
toujours présentes dans I’endométre jusqu’a un certain seuil sans pour autant étre le témoin
d’une quelconque inflammation. Ainsi, la quasi-totalité des coupes histologiques ont toutes
révélé un nombre minimal de cellules mononucléées infiltrant 1’endométre. 11 était parfois
difficile d’identifier correctement ces cellules car selon la qualit¢é de la coloration, elles
pouvaient avoir une apparence similaire a celles des fibroblastes (figure 19). Ces cellules
mononucléées se regroupaient de temps en temps en nodules lymphoides ou sous forme de
travées (figure 20). Les neutrophiles sont, quant a elles, des cellules qui témoignent d’un
processus inflammatoire : ils sont quasiment absents des lames, soit présents en quantité. Et
de temps en temps, on pouvait apercevoir quelques éosinophiles infiltrant I’endométre.

Figure 19 : Coupe histologique d’endometre : difficulté de différencier les fibroblastes
des cellules mononucléées dans la zone entourée (HE, x400)
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Figure 20 : Coupe histologique utérine

A : Infiltration physiologique du stratum compactum par les cellules mononucléées
(HE, x400)

B : Nodule lymphoide délimité par les fleches noires (HE, x400)

C : Infiltration du stratum compactum par les neutrophiles (HE, x200)
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2. Evaluation quantitative

Parmi les 400 lames préparées pour cette étude, de nombreuses n’ont pas pu étre lues
ou interprétées pour plusieurs raisons : 35 lames étaient totalement dépourvues d’épithélium
et 15 lames étaient illisibles (probléme d’identification de lame, qualit¢ de la coupe
histologique). Donc sur les 300 lames de ’utérus (cornes et corps utérin) : seules les couches
profondes étaient interprétables pour 35 d’entre elles, 14 lames n’ont pas pu étre lues en
raison de la mauvaise qualité de la coupe ou de la coloration, et 30 lames présentaient moins
de 50 % d’épithélium lisibles (méme pour certaines aprés la seconde découpe). Sur les 100
lames d’origine cervicale, 10 lames présentaient moins de 50 % d’épithélium intact et une
seule lame était ininterprétable.

a) Histologie endométriale (utérus : cornes et corps utérin)

(D) Les cellules mononucléées

Sur les 100 utérus prélevés, les médianes (EIQ) du nombre de cellules mononucléées
(M) étaient de OM [0-1M], et 18M [10-25M] pour 1’épithélium et les couches profondes de
I’'utérus respectivement (figures 21 A et B). La figure 21-A va distinguer les lames avec
moins de 50% d’épithélium de celles avec plus de 50% d’épithélium afin de tenir compte du
biais potentiel dans 1’évaluation de Iinfiltration par les cellules mononucléées de
I’épithélium. Douze pourcents (30/251) des lames utérines présentent moins de 50%
d’épithélium intact lisible.

Les leucocytes mononucléés étaient absents de prés de 65% (164/251) des lames dans
les épithéliums utérins.

Sur les 300 lames de 1’utérus, on constate que 16,3% (49/300) des lames ne peuvent
étre lues pour quantifier le nombre de cellules mononucléées infiltrant 1’épithélium luminal
contre 4,6% (14/300) pour quantifier ce nombre de cellules dans les couches profondes.
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Figure 21 :
A Infiltration par les cellules mononucléées de 1’épithélium de 1’endométre utérin

(grossissement 400, n=251 lames, rose clair : lames avec <50% d’épithélium intact, rouge :
lames avec > 50% d’épithélium intact). Les chiffres indiqués au sommet des barres indiquent le %
de lames en % du nombre total des lames évaluables pour chaque classe.

B : Infiltration par les cellules mononucléées des couches profondes de 1’endométre utérin
(grossissement 400, n=286 lames). Les chiffres indiqués au sommet des barres indiquent le
pourcentage de lames en % du nombre total de lames pour chaque classe. NE : lames non
évaluables.

2 Les neutrophiles

Sur les 100 utérus prélevés, les médianes (EIQ) du nombre de neutrophiles (N) étaient
de ON [0-ON], ON [0-1N] pour I’épithélium et les couches profondes de 1’utérus
respectivement (figure 22).

Les leucocytes neutrophiles étaient absents de pres de 85% (213/251) des lames dans
les épithéliums utérins et de 75 % (214/286) des lames dans les couches profondes utérines.
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Figure 22 : Infiltration par les neutrophiles de :
A : L’épithélium luminal utérin (grossissement 400, n=251 lames, rouge : lames avec <50%
d’épithélium intact, bleu : lames avec > 50% d’épithélium intact)) Les chiffres indiqués au
sommet des barres indiquent le pourcentage de lames en % du nombre total des lames évaluables par
classe
B : Des couches profondes de I’endomeétre utérin (grossissement 400, n=286 lames) Les
chiffres indiqués au sommet des barres indiquent le pourcentage de lames en % du nombre total de
lames par classe.

NE : lames non évaluables.

3) Les nodules lymphoides

Ils étaient absents de prés de 84% (241/286) des lames provenant de 1’utérus (figure
23).
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Figure 23 : Présence de nodules lymphoides ou de travées de cellules mononucléées dans

I’endométre utérin (n = 286 lames).
Les chiffres indiqués au sommet des barres indiquent le pourcentage de lames en % du
nombre total de lames évaluables par classe.
NE : lames non évaluables.

b) Histologie cervicale

(D) Les cellules mononucléées

Sur les 100 utérus prélevés, les médianes (EIQ) du nombre de cellules mononucléées
étaient de OM [0-1M], 8M [4-11M] pour I’épithélium et les couches profondes du col
respectivement (figure 24).

Les leucocytes mononucléés étaient absents de prés de 65% (64/99) des lames dans les
épithéliums cervicaux et de 7 % (7/99) des lames dans les couches profondes du col.

Quant aux lames présentant moins de 50% d’épithélium intact lisible, notre échantillon
en était composé de 10%.

(2) Les neutrophiles

Sur les 100 utérus prélevés, les médianes (EIQ) du nombre de neutrophiles étaient de
ON [0-0,8N], ON [0-5N] pour I’¢épithélium et les couches profondes du prélévement cervical
respectivement (figure 25).

Sur la totalité des lames, 2% des lames (7/350) n’ont montré aucune cellule infiltrée ni
dans I’épithélium, ni dans les couches profondes.
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3) Les nodules lymphoides

Ils étaient absents de pres de 81% (80/99) des lames provenant du col (figure 26).
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Figure 24 : Infiltration par les cellules mononucléées de :
A : L’épithélium luminal cervical (grossissement 400, n=99 lames, rouge : <50% épithélium
intact, bleu : >50% épithélium intact)
Les chiffres indiqués au sommet des barres indiquent le pourcentage de lames en % du nombre total
des lames pour chaque classe.
B : Des couches profondes de I’endomeétre cervical (grossissement 400, n=99 lames). Les
chiffres indiqués au sommet des barres indiquent le pourcentage de lames en % du nombre total de
lames pour chaque classe.

NE : lames non évaluables.
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Figure 25 : Infiltration par les neutrophiles de :
A : L’¢épithélium cervical (grossissement 400, n=99 lames) Les chiffres indiqués au sommet des

barres indiquent le pourcentage de lames en % du nombre total des lames pour chaque classe.

NE
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B : Des couches profondes de I’endométre cervical (grossissement 400, n=99 lames). Les
chiffres indiqués au sommet des barres indiquent le pourcentage de lames en % du nombre total de

lames pour chaque classe.

NE : lames non évaluables.
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Figure 26 : Présence de nodules lymphoides ou de travées de cellules mononucléées dans la

mugqueuse cervicale (n= 99 lames).

% : pourcentage de lames examinées avec un nombre donné de nodules lymphoides par lame.
NE = lames non évaluables

3. Evaluation semi-quantitative

Comme précédemment pour la cytologie, il est nécessaire de codifier le statut
inflammatoire en attribuant une note de ’infiltration cellulaire de 1’épithélium et des couches
profondes. Une étude menée en équine par Overbeck et al (2013) utilisait, comme seuil
témoin d’inflammation a I’examen histologique, la présence de cing neutrophiles par champ
au grossissement 400 sur trois champs distincts.

Dans notre étude nous avons souhaité que la note soit a la fois représentative de 1’état
de I’épithélium et de celui des couches profondes. Pour ce faire, I’infiltration de I’épithélium a
été qualifiée par une note d’inflammation dite « superficielle » et une note d’inflammation
dite « profonde » a été attribuée en fonction de I’infiltration cellulaire des couches profondes
et de la présence des nodules lymphoides. La note d’inflammation « superficielle » était la
somme de la note de I’infiltration de 1’épithélium par les cellules mononucléées et de la note
qualifiant I’infiltration par les neutrophiles. Les bornes et la distribution pour chaque note sont
indiquées sur la figure 27-A et 27-B. Quant a la note d’inflammation « profonde », elle est
obtenue en additionnant la note la plus élevée entre la note d’infiltration par les cellules
mononucléées et celle des nodules lymphoides, a celle de la note d’infiltration des couches
profondes par les neutrophiles (figure 27 C-E). Enfin, la note finale d’une lame donnée était la
somme des notes « superficielles » et « profondes » de cette méme lame. Cette note pouvait
étre comprise entre zéro et huit (figure 28).
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Figure 27 : Attribution des notes semi-quantitatives de I’infiltration cellulaire de 1’épithélium
et des couches profondes (% : pourcentage de lames concernées par la note) :

A : Cellules mononucléées infiltrant 1’épithélium luminal (n = 360 lames lisibles) (note « cellules
mononucléées) ; B : Neutrophiles infiltrant 1’épithélium luminal (n = 360 lames lisibles) (note
« neutrophiles ») ; C: Cellules mononucléées infiltrant les couches profondes (n = 385 lames
lisibles) ; D : Neutrophiles infiltrant les couches profondes (n = 385 lames lisibles) ; E : Nodules
lymphoides (n = 385 lames lisibles) ; NE = lames non évaluables
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4, La sélection des lames histologiques lisibles

Afin d’avoir un échantillon de lames histologiques le plus correct possible, c'est-a-dire
avec un maximum de lames avec un endometre de qualité (épithélium et couches profondes
lisibles) pour I’interprétation des résultats concernant 1’homogénéité de 1’inflammation et la
corrélation entre les données histologiques et cytologiques, 15% des lames (60/400 lames) ont
été exclues soit 15% des vaches (15/100).

Les criteres de sélection de cet échantillonage ont €té de :

- conserver un maximum de vaches avec des frottis cytologiques positifs

- conserver un maximum de vaches avec 4 lames histologiques lisibles.

C. Variabilité intra-opérateur

Le calcul de la variabilité intra-opérateur a été réalisé apres double lecture de 400
lames (100 lames endocervicales et 300 lames endométriales) par un méme individu. La
concordance du diagnostic par le méme opérateur a été évaluée par le calcul du coefficient
kappa. L’évaluation de la concordance a éeté réalisée sur les notes histologiques attribuées
d’une part a I’épithélium, d’autre part aux couches profondes et puis a la lame dans son
ensemble.

Les coefficients kappa obtenus ont confirmé la bonne a trés bonne répétabilité de
lecture (xk=0,68 a 0,91 ; tableau 11).

Notes de la couche
> h AL
Notes de I’épithélium profonde Notes de la lame
0,85 0,84
Col 0,80 [0,77 ; 0,92] p<0,0001 [0,76 ; 0,92] p<0,0001
[0,67 ; 0,94] p<0,0001
- 0,82 0,88 0,91
Corne droite [0,72 ; 0,92] p<0,0001 [0,82 ; 0,95] p<0,0001 [0.86 ; 0,95] p<0,0001
0,68 0,88 0,88
Corne gauche [0,54 ; 0,82] p<0,0001 [0 ,82 ; 0,94] p<0,0001 [0,82 ; 0,93] p<0,0001
iri 0,82 0,87 0,88
Corps uterin [0,71; 0,92] p<0,0001 [0,80 ; 0,93] p<0,0001 [0.83; 0,96] p<0,0001
0,79 0,86 0,88
Tous les secteurs [0,72 ; 0,85] p<0,0001 [0,83 ; 0,90] p<0,0001 [0.85 5 0,91] p<0,0001

Tableau 11 : Variabilité intra-opérateur en fonction du compartiment génital et du secteur histologique
(calcul du Kappa de Cohen sur 400 lames).
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D. Homogénéité de ’inflammation : cytologie et histologie

1.

Homogénéité intra-murale (histologie)

a) Auvec les notes d’histologie

Les associations entre les variables discontinues (notes allant de 0 a 4) ont été
analysées a 1’aide du Kappa de Cohen. Il a été utilisé pour tester la concordance de la note de
I’épithélium et de la couche profonde d’un méme compartiment génital (tableau 12). Au
niveau utérin (corps utérin et cornes), I’histologie de 1’épithélium est moyennement corrélée a
celle de I’histologie des couches profondes (xk=0,52-0,54). Au niveau du col, ces notes ne sont
que légerement corrélées (xk=0,40).

Notes histologiques

(0,1,2,3,4)
Tous les secteurs 0,49
n = 318 lames [0 ,41 ; 0,57] p<0,0001
Col 0,40
n = 85 lames [0 ,23 ; 0,57] p<0,0001
Corps utérin 0,54
n = 74 lames [0,39 ; 0,69] p<0,0001
2 cornes 0,52
n = 159 lames [0 ,42 ; 0,62] p<0,0001

Tableau 12 : Concordance entre la note de 1’épithélium et de la couche profonde en fonction
du compartiment génital (calcul du kappa de Cohen)

Les notes ont été fixées comme decrit figure 28.

b) Aprés regroupement en classes

Afin d’apprécier la qualité des seuils fixés par les notes histologiques (0,1,2,3,4 ;
figure 28), les kappa ont été calculés en regroupant certaines de ces notes (tableau 13). La
valeur du Kappa est augmentée lorsqu’on réunit les notes histologiques 0 et 1. Ainsi au niveau
utérin (corps utérin et cornes), I’histologie de I’épithélium est a présent fortement corrélée a
celle de I’histologie des couches profondes (xk=0,67-0,74). Au niveau du col, ces notes sont ici
moyennement corrélées (k=0,42-0,47). Autrement dit, les notes histologiques 0 et 1
précédemment fixées pourraient étre réunies en une méme et seule note (nouvelle note 0).

Notes 0-1,2,3,4 Notes 0-1,2,3-4 Notes 0-1,2-4
=>notes 0,1,2,3 =>notes 0,1,2 =>notes 0,1
Tous les secteurs 0,57 0,58 0,58
n = 318 lames [0 47 ; 0,67] p<0,0001 [0,48 ; 0,68] p<0,0001 | [0,47;0,69] p<0,0001
Col 0,42 0,47 0,54
n = 85 lames [0,23 ; 0,61] p<0,0001 [0,30;0,67] p<0,0001 | [0,33;0,74] p<0,0001
Corps utérin 0,68 0,67 0,57
n =74 lames [0 49 ; 0,87] p<0,0001 [0,45 ;0,88] p<0,0001 | [0,34;0,80] p<0,0001
2 Cornes 0,74 0,68 0,72
n = 159 lames [0 ,66 ; 0,83] p<0,0001 [0,56 ; 0,81] p<0,0001 | [0,57 ; 0,86] p<0,0001

Tableau 13 : Concordance entre la note de 1’épithélium et de la couche profonde en fonction

du compartiment génital (calcul du kappa de Cohen)

Soit 0-1 = regroupe les notes 0 et 1 (11.D.1.A) en la nouvelle note 0
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¢) Collinéarité

Une autre fagon d’appréhender la corrélation entre 1’épithélium et sa couche profonde
est le coefficient rho de Spearman (tableau 14).

Y X r r2 t Pr(>t)
Note épithélium | NOt couche | ; 5975 0,3567 5,9103 0,0000
profonde

Tableau 14 : Résultat du test de Spearman rho testant 1’intensité de la relation entre la variable
ordinale « note histologique de 1’épithélium» et la variable ordinale « note histologique de la
couche profonde ».

Ces résultats vont dans le méme sens que les précédents, la note histologique de
I’épithélium et celle de la couche profonde sont bien corrélées.

2. Homogénéité de I’inflammation entre les différents compartiments
énitaux

Nous avons étudié quatre sites de prélévement, pour voir si I’inflammation était
homogéne dans tous les secteurs de 1’appareil génital (col, corne droite, corne gauche, corps
utérin).

a) Evaluation gualitative par I’histologie

(1)  Au niveau de I’épithélium

Pour tester la reproductibilité de la note de 1’épithélium entre deux compartiments
génitaux, le kappa a été utilisé (tableau 15). Au niveau utérin (corps utérin et cornes), les
notes histologiques données a 1’épithélium des cornes et au corps utérin sont fortement
corrélées entre elles (k=0,64-0,73). Alors qu’entre le secteur utérin et le col, ces notes ne sont
que légérement corrélées entre elles (xk=0,25-0,34). Autrement dit, avec la note de
1’épithélium, la distinction entre 1’inflammation utérine et I’inflammation cervicale apparait.

Col Corne droite Corne gauche Corps utérin
Col 1 0,34 0,25 0,33
n = 85 lames [0,09 ; 0,58] p<0,003 [0,02 ; 0,49] p<0,0001 [0,07 ; 0,58] p<0,005
Corne droite 1 0,64 0,73
n = 80 lames [0,49 ;0,79] p<0,0001 | [0 61 ;0,84] p<0,0001
Corne gauche 1 0,70
n =79 lames [0 ,57 ; 0,83] p<0,0001
Corps utérin 1
n =74 lames

Tableau 15 : Concordance de la note histologique de 1’épithélium entre deux compartiments

génitaux pour une méme vache (calcul du kappa de Cohen)
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Au niveau des couches profondes

La méme démarche a été appliquée a la couche profonde (tableau 16). Au niveau
utérin (corps utérin et les cornes), 1’histologie des couches profondes des cornes et du corps
utérin sont fortement a trés fortement corrélées entre elles (k=0,72-0,85). Alors qu’entre le
secteur utérin et le col, ces notes ne sont que Iégerement a moyennement corrélées entre elles
(xk=0,36-0,42). Autrement dit, avec la note de la couche profonde, la distinction entre
I’inflammation utérine et I’inflammation cervicale apparait aussi.

Col Corne droite Corne gauche Corps utérin
Col 0,36 0,40 0,42
n = 85 lames [0,20;0,52] p<0,0001 | [0,24;0,55] p<0,0001 | [0,21;0,59] p<0,0001
Corne droite 1 0,72 0,85
n = 85 lames [0 57 ; 0,86] p<0,0001 | [0,78;0,92] p<0,0001
Corne gauche 1 0,74
n = 83 lames [0 59 ; 0,89] p<0,0001
Corps utérin 1
n =81 lames

Tableau 16 : Concordance de la note histologique de la couche profonde entre deux
compartiments génitaux pour une méme vache (calcul du kappa de Cohen)

Au niveau de la biopsie entiére

En ce qui concerne la note globale de la lame histologique (tableau 17), I’histologie de
la lame dans sa globalité des cornes et du corps utérin sont fortement a trés fortement
corrélées entre elles (k=0,75-0,87). Alors qu’entre le secteur utérin et le col, ces notes ne sont
que légérement a moyennement corrélées entre elles (x=0,36-0,44). La note de la lame
histologique met également en évidence la distinction entre I’inflammation utérine et

I’inflammation cervicale.

Col Corne droite Corne gauche Corps utérin
Col 0,37 0,36 0,44
n = 85 lames [0,14 ; 0,60] p<0,001 [0,16 ; 0,55] p<0,002 [0 ,23 ; 0,64] p<0,0001
Corne droite 1 0,75 0,87
n = 80 lames [0 62 ; 0,88] p<0,0001 | [0,80 ; 0,95] p<0,0001
Corne gauche 1 0,76
n =79 lames [0 ,62 ; 0,90] p<0,0001
Corps utérin 1
n =74 lames

Tableau 17 : Concordance de la note globale de la lame histologique entre deux
compartiments génitaux pour une méme vache (calcul du kappa de Cohen)
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b) Evaluation gualitative par la cytologie

Aprés avoir attribué des notes cytologiques a chaque frottis, le kappa a été calculé
pour évaluer la concordance des notes cytologiques entre deux compartiments geénitaux
(tableau 18). Au niveau utérin (corps utérin et les cornes), la cytologie des cornes et du corps
utérin sont fortement corrélées entre elles (xk=0,63-0,75). Alors qu’entre le secteur utérin et le
col, ces notes ne sont que 1égérement corrélées (k= 0,28-0,37).

L’histologie comme la cytologie montrent cette distinction entre le secteur utérin
(cornes et corps utérin) et le col en termes de statut inflammatoire.

Col Corne droite Corne gauche Corps utérin
Col 0,37 0,28 0,29
n = 84 lames [0,17 ; 0,58] p<0,0005 [0,07 ; 0,48] p<0,01 [0,08 ; 0,49] p<0,005
Corne droite 1 0,75 0,63
n = 84 lames [0 ,62;0,88] p<0,0001 | [0 45 ;0,80] p<0,0001
Corne gauche 1 0,70
n = 84 lames [0 54 ; 0,86] p<0,0001
Corps utérin 1
n = 84 lames

Tableau 18 : Concordance de la note de cytologie entre deux compartiments génitaux pour
une méme vache (calcul du kappa de Cohen)

¢) Approche pratigue avec la cytologie : la relation entre le site
d’écouvillonnage et les secteurs génitaux adjacents

Sur le terrain, le prélevement pour examen cytologique est réalisé au niveau du corps
utérin. Nous avons cherché a évaluer la corrélation entre le statut inflammatoire du corps
utérin et celui des autres secteurs selon que le corps était non inflammatoire au sens
cytologique (note cytologiquecorps uterin = 0 ; 0%N) ou inflammatoire (note cytologiquecorps utrin
=2 ;>5%N) (figure 29 et 30).

(1)  Note cytologique corps utsrin =0

Dans cette étude, 58 vaches ont un corps utérin avec une note cytologique de O.
Lorsque le corps utérin est non inflammatoire, le col était dans 67,2% (39/58) des cas non
inflammatoire et dans 22,4% (13/58) inflammatoire. Par contre, lorsque le corps utérin est
sain, une corne ou les 2 sont saines dans 88% (51/58) des cas, contre 8,6% (5/58)
inflammatoire (figure 29).
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Figure 29 : Effectif et % de vaches avec un corps utérin non inflammatoire et un autre secteur
génital soit non inflammatoire, soit inflammatoire
(n = 58 vaches)
Chiffre = nombre de vaches concernées

(2)  Note cytolodiquecorps utrin = 2

Dans cette étude, 15 vaches ont un corps utérin avec une note cytologique de 2.
Lorsque le corps utérin est inflammatoire, le col peut étre dans 60% (9/15) des cas
inflammatoire et dans 33,3% (5/15) non inflammatoire. Par contre, lorsque le corps utérin est
inflammé, une corne ou les 2 sont saines dans 20% (3/15) des cas, contre 86,6% (13/15)
inflammatoire (figure 30). Ces résultats vont dans le méme sens que précédemment, c'est-a-
dire qu’au niveau statut inflammatoire le corps utérin est similaire a celui des cornes utérines
et indépendant de celui du col.
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Figure 30 : Effectif et % de vaches avec un corps utérin inflammatoire et un autre secteur génital
soit non inflammatoire, soit inflammatoire (n = 15 vaches). Chiffre = nombre de vaches concernées



d) Approche pratigue avec I’histologie : la relation entre le site de
biopsie potentiel et les secteurs génitaux adjacents

Nous avons cherché a évaluer la corrélation entre le statut inflammatoire du col (site
de biopsie potentiel) et celui des autres secteurs selon que le col était non inflammatoire au
sens histologique (note histologiqueco = 0 ; 0%N) ou inflammatoire (note histologiquecy = 3)
(figure 31 et 32). Pour I’histologie, on ne dispose pas de seuil pathologique. Pour cela, il
faudrait qu’une étude mette en relation les résultats d’une biopsie et les performances de
reproduction ultérieures. Mais inversement, il est possible de définir ce qu’est une lame non
pathologique (au sens de non inflammatoire) lorsqu’aucun signe n’a été mis en évidence et
donc que la note d’histologie est égale a zéro. En effet, les prélevements cervicaux pourraient
étre réalisés en pratique sous prétexte que le cathétérisme cervical ne serait pas nécessaire.

@ Note histologigue ., =0

L’intérét de la figure 31 est d’apprécier le statut inflammatoire des secteurs génitaux
adjacents au col lorsque celui-ci est non-inflammatoire avec une note d’histologic de zéro
pour 1’épithélium, pour la couche profonde ou la lame dans son ensemble du col.

Au sens histologique, une note épithéliale nulle pour le col est associée, pour la
majorité des lames (63% des lames soit 91/144), avec des notes histologiques nulles pour les
autres secteurs utérins (figure 31-A). Quand ce n’est pas le cas, une note histologique plus
¢levée pour les autres secteurs génitaux n’est pas préférentiel a un secteur donné (figure 31-

B).

Une note histologique nulle pour les couches profondes du col est associée, pour la
majorité des lames (90% des lames soit 91/101), avec des notes histologiques de 0 a 1 pour
les autres secteurs utérins (figure 31-C). Mais, comme le démontre ultérieurement la figure
35, une note d’histologie (couches profondes) qui a du sens d’un point de vue statistique est le
regroupement des notes actuelles de O et 1. Par ailleurs, une note histologique plus élevée
pour les autres secteurs génitaux n’est pas préférentiel a un secteur donné (figure 31-D).

Les résultats de la lame dans son ensemble sont les mémes que ci-dessus. On retrouve
les mémes tendances et notamment pour le regroupement en une note histologique des notes
histologiques de 0 a 3. Avec un tel regroupement des notes, une note nulle pour la lame du col
dans son ensemble est associée, pour la majorité des lames (96% des lames soit 72/75), avec
des notes histologiques de 0 pour les autres secteurs utérins (figure 31-E).

Lorsqu’un col est sain avec la note histologique de 1’épithélium, 52% (22/42) des
appareils génitaux ont un corps et les 2 cornes saines (note histologique des épithéliums),
avec un col sain, en considérant la note de la couche profonde nous avons 6% (2/33) des
appareils génitaux qui sont sains et 4% (1/24) en considérant les notes des lames dans leur
globalité.
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Figure 31 : Etat inflammatoire histologique des différents secteurs lorsque le col est non inflammatoire (note
histologiquegpitnétium (A, B), couche profonde (C, D), lame (€, F)= 0)
A : Notes histologiques de 1’épithélium des cornes utérines et du corps utérin (ncp= 49 lames, nce = 49 lames,
Ncu = 46 lames, soit 51 vaches)
B : Proportions de secteur concerné par la note histologique des épithéliums

C : Notes histologiques des couches profondes des cornes utérines et du corps utérin (ncp= 34 lames, ncg = 34
lames, ncy = 33 lames soit 34 vaches)
D : Proportion de secteur concerné par la note histologique des couches profondes

E : Note histologique de la lame des cornes utérines et du corps utérin (ncp= 25 lames, ncg = 25 lames, ncy =
25 lames soit 25 vaches)

F : Proportion de secteur concerné par la note histologique des lames (cp : come droite, CG : corne gauche, CU : corps utérin)



(2)  Note histologique > 3

Lorsque le col est inflammatoire par I’histologie, 92% des cornes utérines (11/12) et
67% des corps utérins (4/6) ont une note d’histologie de I’épithélium inférieure ou égale a 2,
69% des cornes (9/13) et 50% des corps utérins ont une note d’histologie des couches
profondes inférieure ou égale a 2 et 48,5% des cornes et 32% des corps utérins ont une note
d’histologie de la lame entiére inférieure ou égale a 2 (figure 32). Autrement dit, lorsque le
col est inflammatoire, 1’histologie du secteur utérin peut-étre autant inflammatoire que non

inflammatoire.
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Figure 32 : Etat inflammatoire histologique des différents secteurs lorsque le col est inflammatoire (note

histologiquespithétium (A, B), couche profonde (C, D), lame €, F) > 3)

A : Notes histologiques de 1’épithélium des cornes utérines et du corps utérin (ncp= 6 lames, ncg = 6 lames,

Ncu = 6 lames, soit 6 vaches)

B : Proportions de secteur concerné par la note histologique des épithéliums
C : Notes histologiques des couches profondes des cornes utérines et du corps utérin (ncp= 7 lames, ncg = 6

lames, ncy = 6 lames soit 7 vaches)

D : Proportion de secteur concerné par la note histologique des couches profondes
E : Note histologique de la lame des cornes utérines et du corps utérin (ncp= 17 lames, ncg = 16 lames, ncy =

16 lames soit 17 vaches)

F: PI’OpOI’tiOﬂ de secteur concerné par la note histologique des lames (cD : corne droite, CG : corne gauche, CU : corps utérin)



E. Corrélation des données histologigues et cytologiques

1. Approche semi-quantitative

a) Entre note d’histologie et note de cytologie

Si I’on considére la note d’histologique globale de la lame et sa note cytologique la
corrélation au niveau des cornes utérines et du corps utérin peut étre qualifiée de moyenne
(0,62 <r<0,69 ; p<0,001) et de faible pour le col (r = 0,48 ; p<0,001) (figure 33).

b) Entre note d’histologie et le pourcentage de neutrophiles

Les notes ont été regroupées afin d’avoir des effectifs de lames suffisants. Sur ces
nouveaux groupes, les tests de Kruskal Wallis et de Mann Whitney ont eté réalises. Ces tests
ont définis des notes (A, B, C) qui sont des groupes qui sont significativement différents entre
eux. Ainsi c’est a partir de ces regroupements de nos notes histologiques que nous allons
comparer le comportement des taux de neutrophiles en fonction des notes d’histologie.

1) L’épithélium

La figure 34 met en évidence une corrélation entre les notes d’histologie et le taux de
neutrophiles. Autrement dit, lorsque en histologie la lame s’avére étre inflammatoire, alors la
cytologie donne un fort taux de neutrophiles. Cette observation pour 1’épithélium est vraie
pour tous les secteurs génitaux.

2 Les couches profondes

Pour les couches profondes, on retrouve les mémes résultats que pour 1I’épithélium, a
savoir une augmentation des médianes des taux de neutrophiles en méme temps que les notes
d’histologie augmentent (figure 35).

3 La lame dans son ensemble

Les résultats trouves pour 1’épithélium et les couches profondes se retrouvent
également pour I’ensemble de la lame, soit une corrélation entre les taux de neutrophiles qui
augmentent et les notes d’histologie qui évoluent en termes de gravité pour 1’ensemble de
I’endométre (figure 36).

2. Approche qualitative

Il s’agit de classer les notes de cytologie selon qu’elles sont pathologiques ou non.
Seuls le corps utérin et le col ne devraient étre étudiés ici car ce sont les seuls pour lesquels un
seuil pathologique en cytologie a été déterminé. Néanmoins, nous avons émis 1’hypothése que
le seuil de %N pathologique pour les cornes était le méme que pour le corps utérin. Ainsi,
nous pouvons apprécier la cohérence entre le nombre de frottis pathologiques et non
pathologiques en fonction des notes histologiques.
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(1)  L’épithélium

La figure 34 montre que, pour 1’épithélium de chaque secteur génital, la proportion de
lames dites pathologiques d’aprés la cytologie augmente en méme temps que la note
d’histologie croit.

2 La couche profonde

Comme précédemment, la figure 35 illustre le lien entre la note histologique et la
proportion de frottis pathologiques.

3 La lame dans son ensemble

Les résultats obtenus pour I’épithélium et les couches profondes se retrouvent au
niveau de ’ensemble (épithélium + couches profondes). Donc, plus la note d’histologie de
I’endometre augmente, plus la proportion de frottis pathologique est élevé (figure 36).
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Figure 33 : Corrélation entre les notes d’histologie et de cytologie (r= coefficient de corrélation) :
A : de tous les compartiments génitaux (n = 333 lames), r=0,59 (p<0,001)
B : des cornes droites (n = 85 lames), r=0,62 (p<0,001)
C : des cornes gauches (n= 83 lames), r=0,65 (p<0,001)
D : des corps utérins (n = 81 lames), r=0,69 (p<0,001)
E : des cols (n = 84 lames), r=0,48 (p<0,001)
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Figure 34 : Taux de neutrophiles et proportions de lames a inflammation cytologique pathologique en fonction de
la note d’histologie des épithéliums pour : le col (n = 84 lames) (A), les cornes droites (n = 80 lames) (B), les
cornes gauches (n = 79 lames) (C), les 2 cornes (n = 158 lames) (D), le corps utérin (n = 74 lames) (E).
Les lettres noires représentent les groupes d’individus avec une diﬁ"érence significative entre eux. Les box plots sont limités par une
borne inférieure soit q1 (1°" quartile), une borne supérieure g3 (3°™ quartile) et au milieu de ceux-ci se trouve la médiane. Les

« moustaches » de ces box plots sont délimités par une borne inférieure soit la valeur minimale et une borne supérieure soit la valeur
maximale de chaque série.
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Figure 35 : Taux de neutrophiles et proportions de lames a inflammation cytologique pathologique en fonction de
la note d’histologie des couches profondes pour : le col (n = 84 lames) (A), les cornes droites (n = 85 lames) (B),
les cornes gauches (n = 83 lames) (C), les 2 cornes (n = 166 lames) (D), le corps utérin (n = 81 lames) (E).

Les lettres noires représentent les groupes d’individus avec une différence significative entre eux. Les box plots sont limités par une borne
inférieure soit g1 (1% quartile), une borne supérieure g3 (3°™ quartile) et au milieu de ceux-ci se trouve la médiane. « Les moustaches »
de ces box plots sont délimités par une borne inférieure soit la valeur minimale et une borne supérieure soit la valeur maximale de
chaque série.
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Figure 36 : Taux de neutrophiles et proportions de lames a inflammation cytologique pathologique en fonction
de la note d’histologie des lames entiéres pour : le col (n = 84 lames) (A), les cornes droites (n = 85 lames) (B),
les cornes gauches (n = 83 lames) (C), les 2 cornes (n = 166 lames) (D), le corps utérin (n = 81 lames) (E).
Les lettres noires représentent les groupes d’individus avec une différence significative entre eux. Les box plots sont limités par une
borne inférieure soit g1 (1° quartile), une borne supérieure g3 (3°™ quartile) et au milieu de ceux-ci se trouve la médiane. Les
« moustaches » de ces box plots sont délimités par une borne inférieure soit la valeur minimale et une borne supérieure soit la valeur
maximale de chaque série.



3. Approche statistique de la corrélation cytologie-histologie

a) Régression logistique univariée

Ainsi, en ne considérant que les vaches cytologiqguement « saines» (0%N) ou
pathologiques (=5%N pour le col et >6%N pour le corps utérin), des régressions logistiques
sur chacun de ces compartiments ont été realisées.

Qu’il s’agisse du corps utérin ou du col, quand les notes d’histologie augmentent alors
le risque de I’inflammation aussi (tableau 19 ; odds-ratio appartient a 1I’IC avec I’'IC >1).
Autrement dit, I’histologie va dans le méme sens que la cytologie pour qualifier ces deux
secteurs comme inflammatoire ou non.

Note histologique
du secteur étudié

Inflammation cytologique *

CORPS UTERIN COL
Odds-ratio IC p-value | Odds-ratio IC p-value

- 4,61 ) 2,33 )
Epithélium (n=74) [1,97 ; 10,80] <0,001 (n=77) [1,36; 4,01] <0,001
Couches profondes 9,39 [3.45 ; 25,6] <0,001 3,35 [1,82:6,18] | <0,001

p (n=74) i) ) i) 1 (n=77) i) 1 1 )
Epithélium + 3,42 , 2,11 _

couches profondes (n=74) [1,856,30] <0,001 (n=77) [1,453,07] <0,001

Tableau 19 : Etude du risque inflammatoire par confrontation de 1’inflammation cytologique

et des notes d’histologie du corps utérin et du col (analyse univariée)
*>5%N pour le col, >6% poour le corps utérin, IC=intervalle de confiance.

b) Calcul du coefficient de concordance kappa

D’aprés les notes d’histologie redéfinies dans les figures 34-36, il est possible pour
certain secteur génital et étage de I’endométre de calculer des coefficients de concordance
kappa entre les notes de cytologie et d’histologie. Seuls les secteurs et étages avec 3 notes
d’histologie ont pu étre soumis a ce calcul du coefficient kappa, car celui-Ci nécessite un
tableau carré pour étre calculé (3 notes en cytologie ; 3*3). On obtient en majorité des
concordances dites moyennes (0,56< x <0,59 ; tableau 20).

Cornes Corne droite Corne gauche Corps utérin
SRl 0,57 (n=79 0,59 (n=74
Epithélium ) ) [0,38: 0,7(6] p<o,o)001 [0.,42; 0,7(7] p<0,0)001
Couches ) ) 0,58 (n=83) .
profondes [0,39 ; 0,77] p<0,0001
F 0,58 (n=168 0,56 (n=85 0,59 (n=89 0,62 (n=81
Lame entiere [0.,46 ; o,gsg] p<0,00)01 [0.39; 0,7(3] p<o,o)001 [0.42; 0,7(6] p<0,0)001 [0.45; 0,7(9] p<0,0)001

Tableau 20 : Les coefficients de corrélation entre les notes d’histologie définies dans les
figures 34-36 et les notes de cytologie dans différents secteurs génitaux et étage histologique

de ’endométre.

Seuls sont concernés les secteurs et les étages de I’endométre avec 3 notes d’histologie afin de pouvoir calculer
le coefficient kappa avec les 3 notes de cytologie. Notes de cytologie et d’histologie : 0,1,2.

n = nombre de lames.
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F. Approche diagnostique des seuils établis en histologie

La cytologie est utilisée ici comme le test de référence par rapport auquel on va fixer
un seuil pathologique a un autre test diagnostique, la biopsie utérine, grace a une courbe ROC
(Receiver Operating Characteristic ; tableau 21).

Il est inutile de réaliser de I’histologie sur le col a des fins diagnostiques (index de
Youden (J) < 0,5). Par contre, I’histologie du corps utérin parait intéressante dans le
diagnostic des inflammations utérines (Youden >0,5) (tableau 21). De plus, la couche
profonde peut suffire pour des fins diagnostiques (Y=0,73) contrairement a I’épithélium qui a
lui seul n’est pas aussi performant (J=0,61). En effet, la figure 37 met en évidence que le seuil
pathologique de la couche profonde et de la lame du corps utérin est plus cohérent en termes
de répartition des frottis pathologiques et non pathologiques contrairement au seuil fixé pour
I’épithélium. L’analyse de cette répartition des frottis confirme également que le col est un
mauvais site de prélevement pour différencier les frottis pathologiques des non pathologiques
(figure 38).

De plus, ces courbes Roc permettent, pour le corps utérin, de définir une note dite
« pathologique » au dessus de laquelle les utérus correspondants ont davantage de risque de
présenter une inflammation cytologique pathologique. Ainsi, la note seuil de 1’épithélium est
la note 1. Quant a la couche profonde et & la lame dans sa globalité, c’est la note 3 qui a été
retenue.
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Tableau 21 : Valeur diagnostique des notes histologiques, la cytologie étant prise

0% soit non inflammatoire et %N >5-6% soit inflammatoire)

férence (%N =

r

comme re

> index de Youden, AUC : aire sous la courbe de ROC
Un index de Youden>0,5 avec une AUC élevée caractérise un test utile pour le diagnostic.

La précision du diagnostic est fonction de I’AUC

J

0.9-1.0 excellent, 0.8 -0.9 trés bon, 0.7-0.8 bon, 0.6-0.7 correct, 0.5-0.6 mauvais, < 0.5 test inutile.
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Figure 37 : Proportion de vaches présentant un frottis inflammatoire ou non inflammatoire (cytologie) en
fonction du seuil pathologique considéré en histologie :

A : pour I’épithélium du corps utérin (seuil = 1)

B : pour les couches profondes du corps utérin (seuil = 3)

C : pour la lame dans son ensemble du corps utérin (seuil = 3)
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Figure 38 : Proportion de vaches présentant un frottis inflammatoire ou non inflammatoire (cytologie) en
fonction du seuil pathologique considéré en histologie :
A : pour I’épithélium du col (seuil = 2)
B : pour les couches profondes du col (seuil = 2)

C : pour la lame dans son ensemble du col (seuil = 2)
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I11. Discussion

L’objectif de cette étude était d’appréhender, par la cytologie et I’histologie, d’une part
I’homogénéité de I’inflammation au sein de I’appareil génital chez la vache et d’autre part, la
corrélation entre les résultats donnés sur le statut inflammatoire de 1’appareil génital par
I’examen de référence (la cytologie) et par I’histologie.

A. Protocoles expérimentaux

1. Constitution de I’échantillon d’étude

L’étude a été réalisée sur des utérus de bovins obtenus dans des abattoirs.
L’inconvénient de I’utilisation des utérus d’abattoir est la forte fréquence des cas sans
inflammation (67% -267/399- des frottis dans notre étude), car les animaux abattus sont en
général des génisses et des vaches loin du vélage (peu de vaches laitiéres hautes productrices
ou peu de vaches allaitantes avec leur veau non sevré ne sont réformées). Ainsi, cet
échantillon est biaisé dans sa composition, il est donc impossible d’analyser les prévalences
obtenues sur cet échantillon. En particulier, la prévalence des frottis de corps utérin
pathologique de 19% (16/85) dans notre étude est trés inférieure a celle observée chez les
vaches laitiéres qui oscillent entre 43 et 57% selon le moment du prélevement (Deguillaume,
2010), 35% entre 20 et 33 JPP pour Kasimanickam et al. (2004).

Par ailleurs, aucune donnée individuelle concernant 1’animal (race, parité, note d’état
corporel, production laitiere, délai postpartum) n’était disponible. C’est une limite a I’analyse
biologique des résultats. En effet, la présence de neutrophiles dans I’endométre peut étre le
reflet d’une inflammation ou leur diapédese physiologique au cours de la phase folliculaire du
cycle ovarien (Dhaliwal et al, 2001) et les seuils pathologiques fixés en cytologie sont
applicables sur un intervalle de temps connu (hombre de jours post-partum). Par ailleurs, le
biais qu’il peut exister dans cette étude est la variation des données fournies par I’histologie et
la cytologie a un méme site donné puisque la biopsie serait influencée par le cycle cestral
contrairement a la cytologie (Madoz et al, 2013). En effet, une étude menée par Deguillaume
et al (2010) a démontré que le stade du cycle cestral n’avait aucun impact dans le diagnostic
cytologique des endométrites subcliniques.

2. Préparation des lames d’histologie

La mise en pratique de la biopsie utérine est d’une part traumatique pour les tissus de
I’endomeétre (plus invasive que la cytologie) et d’autre part difficile a réaliser avec succes sur
un tissu inflammatoire. Le prélévement est une phase délicate qui affecte directement la
qualité des lames ensuite. On peut donc obtenir de nombreuses coupes histologiques avec
moins de 50% d’épithélium intact (19,5% (75/385) des lames dans notre étude). Malgré la
recoupe des blocs initiaux pour améliorer la qualité des coupes, seules 24% des lames ont plus
de 50% d’épithélium intact a la seconde tentative. Ceci illustre la difficulté de conserver
I’épithélium dés le moment du prélevement.
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3. La lecture des frottis et des coupes histologiques

a) Les frottis

Il a été montré que les neutrophiles constituaient la population leucocytaire dominante des
frottis génitaux et que le taux de neutrophiles caractérisait le statut inflammatoire génital
bovin (Deguillaume, 2010). Néanmoins, dans la littérature, une incertitude persiste pour
définir la population cellulaire inflammatoire de 1’appareil génital, car est employ¢ le terme de
« polymorphonucléaire » (PMN), or selon les auteurs ce terme désigne soit uniquement les
neutrophiles, soit 1’association neutrophiles-macrophages-lymphocytes. Il est donc pas
évident de comparer les résultats des différentes publications (Daragon, 2011). Et parmi ces
polymorphonucléaires, les neutrophiles représentent la population leucocytaire dominante des
frottis génitaux (Daragon 2011).

Dans notre échantillon, 75% des résultats des frottis proviennent de I’étude de
Deguillaume (2010). La reproductibilitt de la lecture elle-méme a été eétudiee par
Deguillaume (2010). Cent cinquante quatre frottis endométriaux et 168 frottis endocervicaux
utilisés dans son étude in-vivo ont été lus par deux opérateurs. Chaque opérateur comptait
manuellement un total de 200 cellules par frottis, afin de calculer le taux de neutrophiles. Les
deux opérateurs lisaient successivement les mémes lames, a 1’aveugle des résultats de la
lecture de ’autre opérateur. L’é¢tude a montré qu’il y avait une bonne concordance inter-
opérateur pour la lecture des frottis : le coefficient de concordance de Lin était o = 0,91 et le
coefficient kappa était k = 0,75 (Deguillaume, 2010).

La répétabilité, aprés double lecture de 45 lames (23 frottis endométriaux et 22
endocervicaux) par un méme individu a également éte réalisée par Deguillaume (2010). Elle a
montré qu’il y avait une bonne concordance des résultats intra-opérateur pour la lecture des
frottis avec un coefficient de Lin o = 0,88 et un coefficient kappa k = 0,81.

b) Les biopsies

Dans la littérature, les auteurs ont utilisé chacun des grilles de lecture différentes avec
des points de convergence tels que Iinfiltration mononucléée et neutrophilique de
I’épithélium et des couches profondes et la présence de nodules lymphoides. Ainsi, il est
difficile de comparer les résultats entre publications.

Dans notre étude, nous avons évalué la répétabilité (variabilité intra-opérateur) apres
double lecture des 400 lames par un méme individu. Elle a été calculée par le coefficient
kappa et ce pour chaque compartiment génital et plan de I’endométre (épithélium, couche
profonde, endométre dans sa totalité). Il a montré qu’il y avait une bonne concordance
puisqu’il oscille entre 0,68 et 0,95.

B. Résultats

1. Qualifier le statut inflammatoire

a) Des frottis

Bien qu’on ne connaisse pas le nombre de jours post-partum des vaches, nous avons
toutefois maintenu les seuils pathologiques de 5% de granulocytes neutrophiles pour le col et
6% pour ’utérus a 21-35 jours post-partum en référence aux travaux de Deguillaume (2010)
basés sur ’altération significative des performances de reproduction ultérieures. Avant cette
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¢tude de Deguillaume, aucun seuil d’inflammation endocervicale n’avait encore été proposé
dans la littérature. Concernant 1’inflammation endométriale, le seuil de 6%N est proche de
certains de ceux proposés dans d’autres études avant 35 jours post-partum (Kasimanickam et
al, 2004 ; Gilbert et al, 2005 ; Barlund et al, 2008). A cette période post-partum, les seuils
proposés dans la bibliographie varient de 6,5 a 18%N.

Si on s’éloigne du vélage, le seuil pathologique diminue puisque I’appareil génital se
débarrasse de I’inflammation. Ainsi, en période de mise a la reproduction, 7 jours avant
I’insémination artificielle les seuils sont de 1%N pour 'utérus et 2%N pour le col. Nous
avons donc choisi la valeur la plus élevée pour étre str que 1’utérus soit pathologique. Mais en
corollaire, cela signifie que 1’on est en dessous de la vérité (nous n’avons pas tenu compte de
tous les utérus effectivement pathologiques). 1l en est de méme pour les appareils génitaux
non pathologiques : nous avons pris 0% de neutrophiles pour étre certain que ces frottis soient
forcément issus d’appareils génitaux non pathologique, mais par voie de conséquence nous
sous-estimons cette classe. C’est ainsi que 3 notes dites cytologiques ont été attribuées.

b) Des biopsies

L’examen histologique ne permet pas réellement une évaluation quantitative du statut
inflammatoire, mais une analyse qualitative ou semi-quantitative. Néanmoins, avec la
difficulté¢ de trouver dans la littérature une gradation commune de I’inflammation entre les
auteurs, il n’est pas aisé d’affecter un statut inflammatoire a une coupe histologique. Et ce
d’autant plus, qu’aucune étude n’a analysé le lien entre les résultats d’une biopsie utérine et
les performances de reproduction de la vache biopsiée. Ainsi, I’attribution d’une note
histologique a chaque prélévement s’est appuyée sur les gradations de certains auteurs
(Hartigan et al, 1972; Chapwanya et al, 2009) et notamment sur les témoins
d’ « inflammation » comme les leucocytes et les nodules lymphoides. Ces notes histologiques
sont plus arbitraires que celles appliquées en cytologie. Overbeck et al (2013) ont été
également confrontés a ce probléme dans 1’espece équine ou ils ont fixé arbitrairement le seuil
de 5 neutrophiles par champ au grossissement 400 sur 3 champs distincts au dessus duquel la
lame histologique est dite «inflammatoire » (aucune relation n’était établi avec les
performances de reproduction).

2. Définir un échantillon correct a I’analyse des résultats

Entre les difficultés de préserver les épithéliums au moment des biopsies, de réussir la
coloration des lames d’histologie empéchant d’obtenir 4 lames d’histologie lisibles par vache
et I'intérét de conserver un maximum de vaches dites « cytologiquement » malades,
I’échantillon qui a permis d’extraire les résultats comprend 15% de vaches en moins que
I’échantillon initial. Ceci était nécessaire afin de conserver un maximum de vaches chez
lesquelles sont représentés les 4 compartiments génitaux étudiés et éviter les données
manquantes, en particulier pour 1’é¢tude de I’homogénéité de I’inflammation au sein des
différents compartiments de 1’appareil génital

3. Homogénéité de I’inflammation entre les différents secteurs génitaux

Les prélevements cytologiques comme histologiques de différents sites de 1’appareil
génital bovin (col, corps utérin et les 2 cornes utérines) ont révélé que I’inflammation n’était
pas homogéne au sein du tractus bovin femelle. Cette hétérogénéité avait été observée en
cytologie : I’inflammation endométriale mesurée au niveau du corps et 1’inflammation
endocervicale (Deguillaume, 2010). Une étude menée par Overbeck et al sue des juments
confirme aussi qu’aucune différence significative existe dans le nombre de neutrophiles
dénombrés au niveau utérin (corps utérin et cornes utérines) que ce soit par la cytologie ou par
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I’histologie, et ce a I’aide du coefficient kappa (pvae = 0,78 pour la cytologie ; pvaie = 0,79
pour I’histologie).

Cette hétérogénéité peut s’expliquer par la position anatomique du col entre une cavité
vaginale septique et une cavité utérine stérile, qui de plus constitue un obstacle physique a une
contamination extérieure vers la lumiere utérine. Autrement dit, une inflammation
endocervicale peut exister sans pour autant avoir une inflammation de la lumiere utérine. Par
ailleurs, les différences entre les muqueuses cervicale et utérine peuvent expliquer une
résolution non simultanée de la contamination bactérienne physiologique post-partum
(Daragon, 2011). Par conséquent, d’un point de vue pratique on ne peut pas substituer le
préléevement cervical au prélévement endométrial, bien que plus facile a réaliser.

L’hétérogénéité de certains parametres au sein de 1’appareil génital a été aussi
démontrée par El-Sheikh et al (2013) pour la température. Ainsi, un gradient de température a
été mis en évidence, qui augmente progressivement en allant du vagin aux cornes utérines.
Par contre, le fait que le secteur utérin (corps et cornes utérines) soit homogeéne au niveau du
statut inflammatoire n’est pas transposable pour tous les parameétres étudiés. Une étude menée
par Trigal et al (2014) a montré une hétérogenéité fonctionnelle au niveau moléculaire entre
les deux cornes utérines au cours d’une gestation. En effet, les concentrations en hexoses
(glucose et en fructose), les proportions de certaines protéines (albumine, fibrinogéne ...)
different entre ces 2 cornes au début du développement embryonnaire, sans pour autant altérer
les taux de gestation mais agissant sOrement sur la régulation du développement
embryonnaire. La comparaison du micro-environnement de chaque corne utérine post-partum
reste a réaliser.

4, Homogénéité de I’inflammation intra-murale

Les examens histologiques des épithéliums et des couches profondes sont fortement
corrélés au niveau du secteur utérin (0,67 < k < 0,74) et faiblement corrélés au niveau du col
(0,42 <k< 0,47). Autrement dit, au niveau du corps utérin, secteur actuellement écouvillonng,
un prélévement biopsique sur lequel 1’épithélium est manquant donnerait les mémes
informations que lorsque 1’épithélium reste présent.

5. Corrélations entre les données cytologiques et histologigues

A partir des notes histologiques initialement choisies (figure 28), la corrélation avec
les résultats cytologiques correspondants est qualifiée de moyenne pour le secteur utérin
(0,62<r<0,69, p<0,001) et faible pour le col (r=0,48, p<0,001). Par contre, apres
regroupement de certaines notes d’histologie (figure 34-36), on observe une relation entre la
séverité des notes histologiques et le taux de neutrophiles. Par ailleurs, un autre point qui est
en faveur de cette corrélation est 1’augmentation du % de vaches dites malades par la
cytologie avec une note d’histologie élevée.

Afin d’objectiver par des données chiffrées cette corrélation, des régressions linéaires
ont permis de confirmer qu’une note histologique €élevée va de pair avec une vache qui a un
risque plus élevé d’avoir une inflammation cytologique (exemple : odd-ratiOcorps utérin, épithélium =
4,61 [1,97; 10,80], p<0,001). Cette corrélation a été retrouvée dans 1’espéce équine par
Overbeck et al (2013). Une légere corrélation avait été démontrée entre ces deux techniques
diagnostiques (x = 0,29 ; p<0,01). Dans cette étude aussi, le seuil pathologique en histologie a
été fixé arbitrairement a un nombre de neutrophiles > 5 (dans le stratum compactum) au
grossissement x400 sur 3 champs distincts et & > 2 % de neutrophiles pour la cytologie.
L’utilisation de coefficient kappa a été applicable dans notre étude, pour certains secteurs
génitaux et étage de 1’endomeétre, car on avait avec les nouveaux groupes définis apres
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regroupement 3 notes pour la cytologie et I’histologie. Ainsi, on obtenait une corrélation
moyenne au niveau des cornes utérines et a peine importante au niveau du corps utérin (K comes
= 0,59 ; K corps uterin =0,62). Par contre, récemment des études ont travaillé sur cette corrélation
entre les données cytologiques et histologiques pour le diagnostic des endométrites
subcliniques chez les vaches, Meira et al (2012) ont obtenu une légere corrélation entre ces
données (x = 0,39) et I’équipe de Madoz et al (2014) ont montré une faible corrélation avec
un coefficient kappa x = 0,151.

Bien que ces dernieres années plusieurs études se soient intéressées a cette corrélation
entre les données cytologiques et histologiques, il reste difficile de comparer les différentes
publications puisqu’il n’y a pas de consensus scientifique ni sur une grille de lecture, ni sur la
gradation du statut inflammatoire d’une biopsie utérine et ni sur les seuils pathologiques en
cytologie.

6. Approche diagnostique des seuils établis en histologie

Les résultats des Roc curves ont un impact direct sur la réalisation pratique des
biopsies utérines. En effet, cette derniére se heurtait souvent a la difficulté de conserver
I’épithélium utérin au moment du prélévement ou de la phase de «techniquage » du
prélévement, or il semble suffisant d’avoir la couche profonde dans le but de statuer sur 1’état
inflammatoire de 1’utérus.

C. Perspectives

A I’issue de cette étude, il ressort I’intérét de prélever a la fois le col et le corps utérin
si on souhaite avoir un apercu global du statut inflammatoire de 1’appareil génital.

Comme le suggere cette €tude, I’absence d’un seuil pathologique fixé pour le
diagnostic histologique est une des limites. En effet, une tentative de fixer un seuil a été
réalisée a 1’aide d’une courbe ROC, en se basant sur I’examen actuellement reconnu comme
technique de référence (cytologie) pour statuer sur I’inflammation utérine. C’est un examen
de référence car objectif, répétable, fournissant un résultat quantitatif, utilisable in vivo et ex
vivo et garantissant une totale innocuité pour la fertilité ultérieure des animaux (Deguillaume,
2010). Or, comme toute valeur fixée par les statistiques, il est nécessaire de la vérifier sur le
terrain en réalisant des études in vivo qui comparent le statut d’une biopsie avec les
performances de reproduction de la vache biopsiée. Par ailleurs, cette étude in vivo permettrait
d’avoir des données sur la vache (stade physiologique...) et les résultats seraient alors
transposables a la population bovine actuelle avec un sens clinique.

L’histologie est un examen qui aurait pu étre choisi en pratique car il est trés
performant pour le diagnostic des endométrites et apporte des renseignements plus complets
sur le statut inflammatoire de 1’endométre, mais son coit élevé (50 euros pour la lecture, 300
euros pour la pince de biopsie contre 20 euros pour la lecture et moins d’un euro pour la
cytobrosse), le délai d’obtention du résultat et sa mise en pratique délicate rendent son emploi
sur le terrain difficile (Daragon , 2011). Au niveau expérimental, elle garde néanmoins une
place fondamentale pour & la fois valider ou infirmer les résultats cytologiques et pour affiner
les recherches moléculaires, immunitaires, les changements physiologiques et pathologiques
de I’'utérus (Chapwanya et al, 2010).
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CONCLUSION

Ce travail a montré 1’évolution distincte de I’inflammation entre les deux secteurs
utérin et cervical mais une relative homogénéité au sens de 1’utérus lui-méme. Par
consequent, I’examen cytologique endocervical n’est donc pas une alternative au cathétérisme
cervical. Néanmoins, bien que la cytologie s’avére donner des résultats du méme ordre que
I’examen histologique, la corrélation entre ces deux examens reste moyenne.

Reste maintenant a déterminer lequel des deux examens (cytologique du col et du
corps versus histologique du corps) serait le meilleur témoin des performances de
reproduction ultérieurs ou plus exactement de I’intérét d’un traitement de 1’endométrite pour
1’amélioration des performances de reproduction. Tout ceci sans oublier que, le choix de la ou
des techniques diagnostiques revient en premier lieu au praticien : or a I’heure actuelle, il
s’avére difficile pour les vétérinaires de mettre en ceuvre la cytologie, pourtant non invasive et
peu couteuse mais nécessitant coloration, temps de lecture et une seconde visite pour traiter
les animaux malades identifiés. Méme si I’histologie se révélait de meilleure valeur
diagnostique, cet examen présente plusieurs inconvenients en pratique : la plus grande
difficulté¢ du prélevement qu’en cytologie, le délai nettement supérieur pour I’obtention du
résultat ainsi que la nécessité d’un envoi a un laboratoire extérieur et le cott.
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NOM : LARROQUE Prénom : Elodie
TITRE : COMPARAISON DES DONNEES CYTOLOGIQUES ET HISTOLOGIQUES POUR LE
DIAGNOSTIC DE L’ENDOMETRITE CHEZ LA VACHE

La technique de référence pour le diagnostic des endométrites de la vache en post-partum, est
actuellement la cytologie, sur la base d'un prélévement réalisé a 1’aide d’une cytobrosse stérile au niveau du
corps utérin. Néanmoins, la cytologie n'évalue que I'état de la muqueuse et de plus en un seul site de l'appareil
génital. L’objectif de cette étude était double : évaluer la concordance entre les résultats cytologiques et les
résultats histologiques et apprécier I’homogénéité de I’inflammation au sein de I'appareil génital. Une étude ex
Vivo a été réalisée sur 100 utérus collectés a 1’abattoir en réalisant deux prélévements a 4 sites différents de
I’utérus (col, corps utérin, corne droite et corne gauche), un pour I’examen cytologique et un pour 1’histologie.
D’apreés cette étude, pour un secteur donné, on observe une relation entre la sévérité des notes histologiques et le
taux de neutrophiles sur le frottis, et entre la sévérité des notes histologiques et I’augmentation de la proportion
de vaches diagnostiquées malades par la cytologie. Néanmoins, la concordance entre les résultats des deux
techniques est moyenne (Keomes uterines=0,56-0,59). Nous avons pu définir un seuil de la note d’histologie
pathologique de 3 pour la couche profonde et également de 3 pour la lame entiére du corps utérin. L'épithélium,
souvent absent des lames, n'est pas indispensable a la notation. En ce qui concerne 1’homogénéit¢ de
I’inflammation au sein de 1’appareil génital, I'histologie et la cytologie montrent toutes deux l'existence de deux
compartiments : I'utérus d'une part (corps et les deux cornes) et le col d'autre part. Les taux de neutrophiles des
deux cornes et du corps utérin sont fortement concordants (x=0,63-0,75), les notes histologiques de ces secteurs
sont fortement a tres fortement concordantes (x=0,64-0,87). Au contraire, les taux de neutrophiles du secteur
utérin (cornes et corps utérin) et ceux du col ne sont que faiblement concordants (xk=0,28-0,37) et les notes
d’histologie sont 1égérement & moyennement concordantes (k=0,25-0,44). Quant a I’homogénéité au sein de la
paroi utérine (entre I’épithélium et les couches profondes), elle a été évaluée par I’examen histologique qui a
montré une forte concordance entre eux, uniquement pour le secteur utérin (k=0,67-0,74). En conclusion, la
cytologie ne refléterait pas de fagcon convenable I’inflammation de la totalité de la paroi. Néanmoins, une étude
complémentaire entre les résultats de I'examen histologique et les performances de reproduction de la vache
serait indispensable pour fixer une note seuil définissant un état inflammatoire pathologique. Ce travail montre
également le clivage de I'appareil génital en termes de statut inflammatoire entre le secteur cervical et le secteur
utérin : en pratique, il n'est donc pas possible de substituer un prélevement cervical a un prélévement
endométrial, plus complexe a réaliser.

Mots-clés : COL UTERIN, ENDOMETRITE, CERVICITE, INFLAMMATION, POST-PARTUM,
CYTOLOGIE, HISTOLOGIE, BIOPSIE UTERINE, VACHE.

TITLE : COMPARISON OF CYTOLOGY AND HISTOLOGY FOR ENDOMETRITIS DIAGNOSIS IN
THE COW

Reference endometritis diagnosis currently relies on endometrial cytology, performed with a cytobrush
into the uterine corpus. Nevertheless, cytology only evaluates the inflammatory status of the mucosa, and only at
a specific location. This study aimed at evaluating the concordance between cytology and histology results and at
appreciating the homogeneity of inflammation within the genital tract. One hundred uterus were collected at
slaughterhouse and two samples were performed at each of 4 different sites (cervix, uterine corpus, right horn,
left horn), one prepared for cytology and the second for histology. At a given site, the severity of the histological
score is correlated with the percentage of neutrophils on smear and with the proportion of cows affected by
endometritis. Nevertheless, the concordance between the results of both techniques is moderate (xk=0,56-0,59). A
threshold for the histological score has been determined at 3 for the deeper layers of the uterine wall and also 3
for the global note in the uterine corpus. Concerning the homogeneity of inflammation within the genital tract,
histology and cytology both evidence two distincts compartments: uterus on one hand (two horns and corpus),
cervix on the other hand. Percentage of neutrophils in both horns and in the corpus are highly concordant
(x=0,63-0,75), histological scores are highly or very highly concordant (x=0,64-0,87). At the opposite, the
percentage of neutrophils in the uterine compartment and those of the cervix are only weakly concordant
(x=0,28-0,37) , histological scores weakly to moderately concordant (xk=0,25-0,44). Concerning the homogeneity
within the uterine wall, histological scores of the epithelium and in the depper layers) are highly concordant, but
only in the uterine compartment (x=0,67-0,74). In conclusion, cytology does not reliably reflect the
inflammation of the whole genital tract. Nevertheless, further studies are required to evaluate the relationship
between histological scoring and reproductive performances of the cow. This work also demonstrates the
distinction within the genital tract between uterine and cervical compartments in terms of inflammation. In
practice, this implies that endocervical sampling cannot be advised in replacement of the endometrial sample,
much more complex to perform.

Key words: UTERINE CERVIX, ENDOMETRITIS, CERVICITIS, INFLAMMATION, POSTPARTUM,
CYTOLOGY, HISTOLOGY, UTERINE BIOPSY, BOVINE, COW



