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Introduction

Durant le postpartum, I’utérus d’une femelle comme la vache subit un certain nombre
d’événements en préparation de la gestation suivante : remodelage tissulaire, régénération de
I’épithélium, élimination des bactéries colonisant de maniere presque systématique la lumicre
utérine et résolution des infections utérines (Sheldon et al., 2014). Les performances de
reproduction sont compromises chez certaines vaches laiticres du fait d’une incapacité a
résoudre I’inflammation utérine, le plus souvent limitée a I’endometre, dont la présence au
début du postpartum est physiologique et probablement bénéfique a 1I’élimination des résidus
placentaires et a l'involution. La réponse a I’infection et en particulier 1I’inflammation,
d’intensité variable, est la résultante d’une interaction complexe entre les génomes de 1’hote et
ceux des agents pathogenes qui colonisent la lumicre utérine, ainsi que 1’environnement.
Certains animaux placés dans les mémes conditions environnementales et soumis aux mémes
pressions infectieuses montrent une meilleure résistance aux infections soulignant le role
important du fond génétique dans le contrdle des infections. Les études génomiques ont permis
d’identifier des régions du génome dont la contribution a ces mécanismes est majeure. Pour
I’¢tude de la prédisposition a I’inflammation mammaire, une sélection divergente sur le critére
de la concentration des cellules somatiques dans le lait (CCS) a été réalisée, conduisant a la
production de deux lignées génétiques dont la sensibilit¢ aux mammites différe
significativement. Par ailleurs, des régions du génome désignées QTL (pour Quantitative Trait
Locus) qui contribuent le plus a cette différence de sensibilité aux infections mammaires ont
¢été identifiées. Des QTL modulant la sensibilité a I’inflammation de la glande mammaire (Rupp
et al., 2015) ont été¢ décrits dans une étude génétique conduite chez la brebis laitiere pour le
critere CCS. Apres séquencage d’une des régions identifiées et la comparaison entre animaux
porteurs de I'une ou I’autre des deux formes alléliques, une mutation ponctuelle du geéne Socs?2,
contribuant fortement au contréle de I’inflammation mammaire, a été identifiée.

S’agissant de deux infections distinctes dans des organes et des tissus trés différents
(glande mammaire et utérus), possiblement provoquées par les mémes germes, il est logique de
s’interroger sur I’effet d’une telle différence de sensibilité d’origine génétique sur le contrdle
des infections en général, et notamment sur la sensibilit¢ a I’infection et a I’inflammation
utérine chez des animaux dont la sensibilité aux infections mammaires est significativement

différente.
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La plupart des données sur I’endométrite concernent la vache, chez laquelle cette
affection est fréquente. C’est pourquoi le chapitre introductif donne une description de cette
affection dans I’espéce bovine. La prévalence chez la brebis est faible mais cette espece
constitue un excellent modele d’étude de I’effet de la sélection génétique menée sur le critére
CCS sur la résistance aux infections, justifiant le choix de cette espece dans I’étude
expérimentale décrite dans le second chapitre.

Dans un chapitre introductif, les définitions de I’endométrite et sa description clinique
sont dans un premier temps détaillées, avant d’en présenter 1’épidémiologie puis les
conséquences sur les performances de reproduction et de production. La troisieme partie a pour
objectif de détailler la physiopathologie de 1’endométrite, en indiquant quels sont les agents
pathogenes en cause, en présentant les caractéristiques de la réponse immunitaire et enfin le
role du fond génétique et les possibles effets de la sélection génétique pour le caractére de
résistance aux mammites sur la réponse immunitaire endométriale.

Dans un second chapitre, les résultats de 1’évaluation de la réponse a I’infection
expérimentale par Escherichia coli réalisée sur des brebis dont la sensibilité aux infections

mammaires est significativement différente, sont décrits puis analysés.
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Description médicale de I'endométrite

L’endométrite est rare chez la brebis (Pugh and Baird, 2012) et a été plus largement
¢tudiée dans I’espece bovine, chez qui I’affection est plus fréquente. La description est ainsi

faite dans I’espece bovine, bien que I’étude expérimentale ait ét€ menée dans 1’espece ovine.

A. Anatomie de I'utérus ovin

L’utérus bipartite de la brebis est composé d’un cervix, d’un corps utérin relativement
court (1 —2 cm), et de deux cornes utérines mesurant 10 a 12 cm de long (Frandson et al., 2009).
Chacune des cornes utérines se poursuit cranialement par un oviducte, la zone de transition

étant appelée jonction utéro-tubaire (cf. Fig. 1).

Corne utérine

Jonction utéro-tubaire

Isthme
Ampoule }—Oviducte

Pavillon

Ovaire

Corps utérin Caroncule

Canal cervical avec sept anneaux

Col utérin

Fig. 1. Schéma de ['utérus bipartite de la brebis. Adapté de Bonnes (Bonnes, 1988)

B. Histologie de la paroi utérine

Depuis la lumiére de 1’utérus vers les couches plus profondes, trois couches
histologiques sont décrites (cf. Fig. 2) (Bacha and Bacha, 2012; Espejel and Medrano, 2017;
Frandson et al., 2009):

L’endometre ou muqueuse utérine : il est formé¢ d’un épithélium cubique simple ou
cylindrique simple et cilié¢ sur certaines portions, au contact de la lumiere utérine et d’un
stroma. Le stroma est organisé en deux strata : le stratum compactum au contact de
I’épithélium, particulierement dense en fibroblastes et le stratum spongiusum riche en
vaisseaux sanguins et en cellules immunitaires. A 1’exception des caroncules utérines, les

deux strata contiennent les glandes utérines, tubulaires, simples et ramifiées dont les
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sécrétions permettent la survie et le développement du conceptus dans la période péri-
implantatoire (Gray et al., 2001). Les caroncules utérines sont des proéminences de
I’endométre non glandulaires et sont formées par du tissu conjonctif riche en fibroblastes et
en vaisseaux sanguins (cf. Fig. 3 et Fig. 4) ; elles sont le site d’attachement des membranes
feetales.

- Le myometre ou musculeuse utérine, constitué¢ de fibres musculaires lisses disposées en
anneaux ainsi que de vaisseaux sanguins ; il est situ¢ entre I’endometre et le périmetre.

- Le périmetre ou séreuse utérine, constituant la couche externe de 1’utérus, est une fine

couche de tissu conjonctif.

MRS

Fig. 2. Aspect histologique de la corne utérine d 'une vache en meteestrus en coupe transversale.
Grossissement x25. Légende : 5, glande utérine ; 6, zone hémorragique ; 7, myometre (couche

circulaire) ; 8, myometre (couche longitudinale) (Bacha and Bacha, 2012, p. 253)
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Fig. 3. Aspect histologique d 'une caroncule d’utérus bovin. Grossissement x12,5. Légende : 2,

caroncule ; 5, glandes utérines ; 7, myometre (couche circulaire). (Bacha and Bacha, 2012, p.

253)

bovine. Grossissement x180.

ece

\

esp
fibroblastes. Coloration hématoxyline

dans [’

térine

4. Aspect histologique d’une caroncule u

ig.
Légende : 1,

dense de

4

reseau

vaisseaux sanguins dans un

2012, p. 253)

]

(Bacha and Bacha

éosine.

I4

25



C. Endométrite : définitions et description clinique

1. Définition histopathologique

L’endométrite est définie histologiquement par une inflammation limitée a I’endometre,
sans extension aux autres couches de la paroi utérine, caractérisée par la perte de I’intégrité de
I’épithélium, Dinfiltration et éventuellement 1’accumulation de cellules inflammatoires —
granulocytes neutrophiles et cellules mononucléées — et enfin la présence d’une congestion et
d’un cedéme du stroma (Bondurant, 1999) (cf. Fig. 5). L’examen histopathologique de biopsies
utérines permet d’établir le diagnostic définitif d’endométrite (Sheldon et al., 2006).

»

' 9 7, ETNr)
S T

3
g -Ql.;(.

‘v

Fig. 5. Aspect histologique d’un endometre normal a 46 — 54 jours postpartum (a) et lors
d’inflammation (b, c et d) (Karstrup et al., 2017). (b) Endometre entre 4 et 12 jours postpartum
. infiltration modérée de neutrophiles dans [’endometre, en particulier au contact avec
[’épithélium. (c) et (d) Endometre entre 24 et 32 jours postpartum . infiltrations modérée (c) et
severe (d) de cellules inflammatoires mononucléées dans le stroma. Barre : 50 micrometres.

Coloration hématoxyline éosine.
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2. Définitions médicales

Chez la vache laitiere, I’endométrite postpartum est une inflammation de 1I’endometre
ayant les caractéristiques histopathologiques sus-citées, sans signe clinique systémique associé
et présente au-dela de 21 jours apres le part (Sheldon et al., 2006). Deux entités ont été définies :
I’endométrite clinique et 1’endométrite subclinique. Les critéres diagnostiques ont été
déterminés en fonction des conséquences sur les performances de reproduction (Dubuc et al.,

2010a; LeBlanc et al., 2002; Sheldon et al., 2006).

a) Endométrite clinique

La présence dans le vagin d’un écoulement utérin purulent a partir de 21 jours post-
partum ou d’un écoulement utérin muco-purulent visible dans le vagin au-dela de 26 jours post-
partum définissent I’endométrite clinique chez la vache (LeBlanc et al., 2002; Sheldon et al.,
2006). Avant 21 jours, le risque de diagnostiquer a tort une endométrite clinique est
éleveé puisqu’un grand nombre de vaches éliminent les lochies d’aspect variable, et qui peuvent
étre confondues avec un écoulement vaginal purulent (Sheldon et al., 2006). L’¢élimination des
lochies débute avec le part, est intense dans les premieres 48 heures suivant la mise-bas, se
poursuit en moindre mesure au-dela jusqu’a cesser généralement en fin de deuxiéme semaine
post-partum, "observation de lochies aprés le 20°™ jour post-partum étant rare. Ces lochies
sont constituées d’un mélange de glaires et de sécrétions endométriales, de liquide amniotique,
de restes d’enveloppes feetales, de débris de placenta et de sang provenant des vaisseaux
ombilicaux sectionnés lors de 1I’expulsion du feetus. Elles sont inodores et de couleur brun lie-

de-vin, parfois grumeleuses.

b) Endométrite subclinique

L’endométrite subclinique, dite aussi cytologique, se traduit par une augmentation de la
proportion de granulocytes neutrophiles a I’analyse cytologique d’échantillons obtenus a partir
de I’endomeétre a I’aide d’une cytobrosse ou d’un lavage utérin (Gilbert et al., 2005;
Kasimanickam et al., 2004). Cette affection est tres étudiée car elle est associée a une
diminution significative des performances de reproduction (de Boer et al., 2014; Kasimanickam
et al., 2004; Sheldon et al., 2009). Elle ne conduit pas a I’accumulation dans le vagin de matériel
purulent ou mucopurulent, et I’animal ne présente aucun signe clinique systémique associé

(Gilbert et al., 2005).
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Cependant, toutes les études ne s’accordent pas sur la quantité (ou proportion) de
granulocytes neutrophiles et le nombre de jours postpartum au-dela desquels 1’endométrite
subclinique doit étre considérée (cf. Annexe 1. Tableau illustrant la multitude des valeurs
de seuils retenus pour définir I’endométrite subclinique. Adapté de (de Boer et al., 2014).).
Selon Sheldon (Sheldon et al., 2006), elle est définie par la présence de granulocytes
neutrophiles en proportion supérieure a 18% a I’examen cytologique de 1’utérus réalisé entre
20 et 33 jours post-partum, ou en proportion supérieure a 10% entre 34 et 47 jours postpartum,
sans écoulement purulent ou mucopurulent a I’inspection du vagin, comme indiqué dans 1’étude
réalisée par Kasimanickam (Kasimanickam et al., 2004). Les seuils retenus par de Boer (de
Boer et al., 2014) sont plus bas : entre 35 et 40 jours postpartum une proportion de granulocytes

neutrophiles supérieure a 5% est associée a de moindres performances de reproduction.

3. Description clinique

a) Contenu vaginal purulent ou mucopurulent

La définition d’une endométrite clinique est basée sur la présence dans le vagin d’un
contenu purulent ou mucopurulent a partir de 21 ou 26 jours respectivement, sans signe clinique
systémique associ¢ (LeBlanc et al., 2002; Sheldon et al., 2006). L’écoulement vulvaire du
contenu utérin n’est pas systématique (McDougall, 2001), et par conséquence, 1’observation de
la vulve n’est pas une méthode fiable pour diagnostiquer une endométrite clinique. Différentes
méthodes permettent d’apprécier 1’aspect du contenu vaginal : ’examen vaginal manuel, la
vaginoscopie et/ou le Metricheck®. L’examen vaginal manuel suivi de la collecte du contenu
vaginal pour inspection est une méthode simple, économique, et rapide. Aussi, lorsque les
mesures d’hygieéne sont respectées, cette méthode ne majore pas la contamination de 1’utérus et
ne provoque pas de retard a I’involution utérine (Sheldon et al., 2002a). L’utilisation d’un
vaginoscope ou celle du Metricheck sont des méthodes diagnostiques largement utilisées (de
Boer et al., 2014). Plusieurs systémes de notation sont décrits et chacun d’eux permet de grader
I’aspect du contenu vaginal et la sévérité de ’atteinte. Les criteres utilisés sont la couleur, la
proportion, le volume de pus et éventuellement 1’odeur :

» Le systéme de notation décrit initialement par Williams (Williams et al., 2005) compte
quatre niveaux de score (cf. Fig. 6): la note = 0 est attribuée lorsque le contenu vaginal
est un mucus translucide ou clair, note = 1 lorsque le mucus contient des flammeches
de pus blanc a beige, note = 2 lorsque le contenu vaginal contient du matériel muco-

purulent dont la proportion est inférieure ou égale a 50%, et enfin note = 3 lorsque le
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contenu vaginal est constitué a plus de 50% de matériel purulent, voire sanguinolent.
Ce systeme de notation est utilis€é par quelques études pour décrire et évaluer
I’endométrite clinique : score 3 a partir de 21 jours postpartum, et score 2 ou 3 a partir
de 26 jours (Potter et al., 2010).

» Le systéme de notation décrit par McDougall (McDougall et al., 2007) intégre le critére
‘odeur du contenu’ : note = 0 en 1’absence de contenu, note = 1 en présence d’un mucus
clair, note = 2 en présence de quelques flammeches de matériel purulent, note = 3 en
présence de matériel muco-purulent dont la proportion de pus n’excede pas 50%, note
= 4 en présence de matériel muco-purulent dont la proportion de pus excéde 50%, note
= 5 en présence de matériel muco-purulent dont la proportion de pus excede 50% et
d’odeur fétide.

» Enfin Plontzke (Plontzke et al., 2011) définit un troisiéme systéme de notation intégrant
I’aspect et 1’odeur du contenu vaginal : note = 0 pour un contenu vaginal clair et

transparent, note = 1 pour un contenu muco-purulent, note = 2 pour un contenu purulent

et note = 3 pour un contenu purulent et d’odeur fétide.

Fig. 6. Evaluation du contenu vaginal selon [’échelle de Williams et al. 0 : mucus clair ou
translucide ; 1 : mucus contenant des flammeches de pus blanc a blanc cassé ; 2 : proportion
de matériel mucopurulent blanc a blanc cassé < 50% ; 3 : proportion de matériel purulent

blanc a jaundtre voire sanguinolent > 50%. (Sheldon et al., 2006; Williams et al., 2005)
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On peut cependant s’interroger sur la spécificité de la présence d’un contenu vaginal
purulent ou muco-purulent pour le diagnostic de I’endométrite. En effet une cervicite ou une
vaginite peuvent étre a 1’origine d’une accumulation de matériel muco-purulent ou purulent
dans le vagin (Deguillaume et al., 2012; Dubuc et al., 2010a; Hartmann et al., 2016). L’étude
menée par Dubuc (Dubuc et al., 2010a) sur des vaches entre 32 et 38 jours postpartum détermine
pour les notes 2, 3 et 4 de 1’échelle définie par McDougall (McDougall et al., 2007), attribuées
selon I’aspect du contenu vaginal, les valeurs de spécificité, sensibilité ainsi que les valeurs
prédictives pour le diagnostic de ’endométrite. Ces valeurs sont obtenues en prenant comme
référence I’endométrite cytologique diagnostiquée selon des critéres autres que ceux de
Kasimanickam (Kasimanickam et al., 2004) retenus dans la définition de Sheldon (Sheldon et
al., 2006) (plus précisément, dans 1I’é¢tude de Dubuc : diagnostic d’endométrite cytologique si >
6% de granulocytes neutrophiles entre 32 et 38 jours postpartum). L’observation d’un
¢coulement vaginal de score > 2 (mucus avec quelques flammeches de pus) permet de
diagnostiquer 1I’endométrite avec une sensibilité de 57% et une spécificité¢ de 62% ; lorsque la
prévalence de I’endométrite cytologique est de 13,5% les valeurs prédictives positive (VPP) et
négative (VPN) sont de 27% et 86%, respectivement. Lorsque la note du contenu vaginal
augmente, la sensibilité et la VPN diminuent tandis que la spécificité et la VPP augmentent :
30% de sensibilité, 88% de spécificité, une VPP de 38% et une VPN de 84% pour le score 3,
15% de sensibilité, 95% de spécificité, une VPP de 44% et une VPN de 83% pour le score 4.
Les faibles valeurs de sensibilité associées aux notes 3 et 4 indiquent qu’une grande proportion
de vaches ayant une inflammation de I’endometre n’ont pas d’écoulement muco-purulent ou
purulent et donc ne présentent pas d’endométrite clinique telle que définie par Sheldon. Aussi,
quelques vaches sans inflammation de I’endométre (a ’examen cytologique des échantillons
collectés a I’aide d’une cytobrosse) ont une note de 3 ou 4, et seraient donc considérées comme
ayant une endométrite clinique selon la définition de Sheldon. Pour ces raisons les auteurs
remettent en question 1’utilisation du critére ‘écoulement vaginal purulent’ dans la définition

de I’endométrite clinique (Dubuc et al., 2010a) (cf. Fig. 7).
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Fig. 7. Ecoulement vaginal purulent et/ou endométrite cytologique. PVD : purulent vaginal
discharge (écoulement vaginal purulent). CYTO : cytological endometritis (endométrite
cytologique). BOTH : cytological endometritis and purulent vaginal discharge (endométrite

cytologique associée a un écoulement vaginal purulent. (Dubuc et al., 2010a)

Une étude récente compare 1’évaluation du contenu vaginal collecté par Metricheck® et
I’examen échographique transrectal du contenu utérin entre 21 et 38 jours postpartum dans la
prédiction du risque de gestation et conclut que I’usage combiné de ces deux méthodes assure

une meilleure prédiction (Savc et al., 2016).

b) Diamétre cervical et liquide intra-utérin

D’autres criteres, la taille du col et la présence de liquide intra-utérin, ont ét€ proposés
pour le diagnostic de I’endométrite, et leurs sensibilités et spécificités ont été évaluées.
L’involution utérine est le processus par lequel I’utérus recouvre apres le vélage les dimensions
et le poids qui le caractérisent lorsque la vache n’est pas gravide (Gier and Marion, 1968;
Sheldon, 2004). Le diamétre des cornes utérines mesure moins de 5 cm (Gier and Marion, 1968)
apres 3 a 5 semaines d’involution utérine voire plus lorsque la vache présente une infection
utérine (Slama et al., 1991). Or le retard d’involution a pour conséquence une baisse de la
fertilité et des performances de reproduction ; par exemple un diametre cervical supérieur a 7,5
cm a 20 jours postpartum est associ€¢ a une baisse de la fertilit¢ chez les vaches laitieres
(LeBlanc et al., 2002). Plusieurs études ont évalué la sensibilité et la spécificité avec lesquelles
le praticien peut diagnostiquer une endomeétrite et/ou prédire les performances de reproduction

en utilisant la mesure des dimensions du col et I’examen échographique transrectal de la cavité
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utérine. Le critere utilis¢ communément pour prédire les performances de reproduction est le

risque de gestation a 120 jours postpartum.

L’¢tude de Meira (Meira et al., 2012) est menée sur des vaches entre 21 et 47 jours
postpartum examinées par vaginoscopie et ne présentant aucun écoulement vaginal. La
méthode de référence utilisée dans cette étude pour comparer les méthodes diagnostiques est la
suivante : endométrite cytologique diagnostiquée selon les criteres de Kasimanickam
(Kasimanickam et al., 2004) (endométrite cytologique si > 18% de granulocytes neutrophiles
entre 21 et 33 jours postpartum ou > 10% de granulocytes neutrophiles entre 34 et 47 jours
postpartum). La mesure échographique d’un diameétre cervical supérieur a 5 cm dans 1’objectif
de diagnostiquer une endométrite donne des valeurs de sensibilité et de spécificité de 56% et
73%, respectivement. Lorsque la mesure du diametre cervical (> 5 cm) est couplée a
I’observation de liquide dans la cavité utérine, la combinaison des deux critéres permet
d’atteindre une spécificité¢ de 88% (et une sensibilit¢ de 50%), ce qui en fait une méthode
intéressante pour la confirmation du diagnostic d’endométrite. La seule observation de liquide
utérin par échographie pour le diagnostic d’endométrite a une sensibilit¢ de 88% et une
spécificité égale a 62%. L’intérét de la combinaison de la mesure du col utérin et de la présence
de liquide dans I’utérus dans un contexte clinique (lorsqu’on ignore le statut de 1’animal, en
d’autres termes en 1’absence de diagnostic de référence) chez une vache sans signe clinique,
dépend de la prévalence de I’endométrite cytologique dans la population (entre 11 et 35% selon
les études). Ainsi le calcul de la VPP donne des résultats compris, selon la prévalence
considérée, entre 34% et 69%, et celui de la VPN des résultats compris entre 76% et 93%.

Dans I’étude de Dubuc (Dubuc et al., 2010a) menée sur des vaches entre 32 et 38 jours
postpartum, I’endométrite cytologique diagnostiquée selon des critéres autres que ceux de
Kasimanickam retenus dans la définition de Sheldon (animal positif si > 6% de granulocytes
neutrophiles entre 32 et 38 jours postpartum) constitue la méthode de référence utilisée pour
déterminer ’efficacité des criteres diagnostiques. La mesure par échographie d’un diametre
cervical supérieur ou égal a 5 cm dans I’objectif de diagnostiquer I’endométrite a pour
sensibilité et spécificité 65% et 54%, respectivement ; la VPP est de 25% et la VPN de 86%
(pour une prévalence d’endométrite cytologique de 13,5%). Lorsque la mesure du diametre
cervical est couplée a I’observation d’un écoulement vaginal de score supérieur ou égal a 3, la
combinaison des deux critéres diagnostiques permet d’atteindre une spécificité de 94%, les

valeurs des VPP et VPN sont respectivement de 45% et 83%.
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En conclusion et au vu de la prévalence de I’endométrite, comprise entre 11 et 35%
selon les études, le test de dépistage basé sur ’observation intra-vaginale, simple pour le
vétérinaire et peu onéreuse pour 1’éleveur, d’un contenu purulent ou muco-purulent, constitue
un compromis acceptable entre sensibilité élevée et spécificité élevée, parmi les tests
diagnostiques a disposition. Compte-tenu de la faible valeur prédictive positive (27%) et dans
I’objectif de réduire le nombre d’animaux traités a tort, un test de confirmation diagnostique
possédant les meilleures performances extrinseques peut €tre considéré et il semblerait qu’il
s’agisse de I’observation de liquide intra-utérin (sans qu’elle soit couplée a la mesure du
diametre cervical) : le praticien peut considérer qu’une vache dont le résultat est négatif a ce
second test (c’est-a-dire en I’absence de liquide intra-utérin a 1’échographie transrectale) est

une vache saine (VPN comprise entre 84 et 97%, selon la prévalence).
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Il.  Epidémiologie des endométrites

A. Epidémiologie descriptive et analytique
1. Endométrite clinique

a) Prévalence

La prévalence dépend de la période postpartum considérée, des critéres utilis€és pour
définir ’endométrite et de la technique utilisée pour le diagnostic (collecte manuelle du contenu
vaginal ou a I’aide d’un Metricheck®). Elle est comprise selon les études entre 9,4% et 35%.

Le tableau en Annexe 2 regroupe les prévalences publiées dans diverses études.

b) Facteurs de risque associés a I'endométrite clinique

Les facteurs augmentant le risque de développer une endométrite clinique pour une
vache laitiere incluent : la dystocie, la naissance d’un veau male, la gémellité, la primiparité, la
rétention des membranes feetales et la mortinatalit¢ (Dubuc et al., 2010b; Potter et al., 2010;
Prunner et al., 2014), probablement par amplification du traumatisme utérin lors de gémellité,
dystocie, vélage d’un veau male ou primiparité et amplification de la contamination bactérienne
en cas de rétention des membranes feetales et mortinatalité (Dubuc et al., 2010b), le matériel
nécrotique non évacué favorisant la croissance bactérienne dans la lumiére utérine. De
nombreux facteurs de risque ont été associés a la rétention des membranes feetales parmi
lesquels la gémellité (Muller and Owens, 1974), la mortinatalité et la dystocie (Joosten et al.,
1987).

L’ haptoglobine est une protéine de la phase aigué€ détectable dans le sérum, dont la
concentration est inférieure a 20 mg/mL chez la vache saine et augmente lors d’inflammation
(Eckersall and Bell, 2010). Une concentration sé€rique supérieure a 0,8 g/L, est indicatrice de la
présence d’une inflammation, dans la premiere semaine postpartum et souvent associée a la
présence d’un écoulement vaginal purulent (inflammation utérine et/ou vaginale) et d’une
endométrite subclinique a 35 jours postpartum (Dubuc et al., 2010b).

La perte de I’intégrit¢ de 1’épithélium liée aux traumatismes augmente la surface de
stroma qui est alors exposée aux toxines bactériennes de Trueperella pyogenes (Amos et al.,
2014). L’infection par Trueperella pyogenes a été associ€ée a une plus grande sévérité de
I’endométrite (Prunner et al., 2014), probablement en raison de son action cytolytique. Les

facteurs de risque sont répertoriés dans le Tableau 1 ci-dessous.
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Tableau 1. Facteurs de risque associés a [’endométrite clinique a l’échelle individuelle

Facteur de risque OR ou RR 95% IC Références
Gémellité OR 2,16" 1,09 — 4,27 (Dubuc et al., 2010b)
Sexe male RR 1,54" 1,01 - 2,15 (Potter et al., 2010)

OR 2,13° 1,43 — 3,98 (Dubuc et al., 2010b)
Dystocie RR 1,67 0,97 -2,51 (Potter et al., 2010)
OR 1,79 1,12 -2,86 (Prunner et al., 2014)

Rétention des
membranes fcetales

Mortinatalité RR 3,09 2,09 — 3,83 (Potter et al., 2010)

Meétrite dans la 1°©

RR 3,96 2,58 — 4,24 (Potter et al., 2010)

. OR 2,33° 1,41 —-3,77 (Dubuc et al., 2010b)
semaine postpartum
Concentration
sérique en .
haptoglobine dans la OR 2,02 1,29 - 3,13 (Dubuc et al., 2010b)
premiére semaine
postpartum > 0,8 g/L
Primiparité RR 1,78 1,17 -2,46 (Potter et al., 2010)
Angle vulvaire RR 1,31 0,96 - 1,71 (Potter et al., 2010)
Infection a
Trueperella OR 5,72 3,07-10,83 (Prunner et al., 2014)

pyogenes 7
Légende. Le symbole * est apposé lorsque la p-value est inférieure a 0,05. IC : intervalle de
confiance. OR : odds ratio. RR : risque relatif.

2. Endométrite subclinique

a) Prévalence et incidence

La prévalence de I’endométrite subclinique chez la vache laitiere varie entre 11 et
35,1%, selon les études. Cette variation est en partie inhérente aux criteres retenus pour définir
I’endométrite subclinique a savoir la proportion de granulocytes neutrophiles et le nombre de
jours qui se sont écoulés depuis le vélage au moment de 1’examen (cf. Annexe 1. Tableau
illustrant la multitude des valeurs de seuils retenus pour définir I’endométrite
subclinique. Adapté de (de Boer et al., 2014).). L’¢tude de Kasimanickam (Kasimanickam et
al., 2004) mentionne une prévalence de 35,1% entre 20 et 33 jours postpartum, et de 34% entre

34 et 47 jours postpartum. L’incidence, qui dépend elle aussi du seuil retenu pour définir
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I’endométrite subclinique, décroit globalement aprés 21 jours postpartum selon Sheldon
(Sheldon et al., 2009) (cf. Fig. 8). La proportion de vaches avec une endométrite subclinique

diminue de 48% entre la 4°™ 4 la 8°™ semaine postpartum (Gilbert et al., 2005).

Normal endometrium

Percentage of animals

0 10 20 30 40 50 60 70
Days postpartum

Fig. 8. Incidence de [’endométrite clinique et subclinique apres le part. Le terme

« endometritis » sur [’illustration est a entendre au sens d’endométrite clinique. Adapté de

Sheldon (Sheldon et al., 2009).

La prévalence moyenne a 1’échelle des troupeaux est extrémement variable d’une étude
a ’autre : une prévalence moyenne de 25,9% avec des valeurs extrémes d’environ 5% et 50%
est rapportée dans 1’étude de Cheong (Cheong et al., 2011) (cf. Fig. 9), menée dans 38
troupeaux. Les résultats mentionnés dans les autres €tudes sont obtenus a partir d’effectifs de
troupeaux plus faibles : une prévalence moyenne sur six troupeaux de vaches laitieres de 25%
avec des valeurs comprises entre 20 et 30% (Dubuc et al., 2010a), une prévalence moyenne sur
cinqg troupeaux de vaches laitieres de 52,8% avec des valeurs comprises entre 37 et 74% (Gilbert

et al., 2005).
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Fig. 9. Prévalence de [’endométrite subclinique a [’échelle des troupeaux (38 troupeaux).
Légende : le symbole * signifie que pour un troupeau donné la prévalence differe

significativement de la moyenne de 25,9%. Adapté de Cheong (Cheong et al., 2011).

b) Facteurs de risque associés a I'endométrite cytologique

De méme que la prévalence, les facteurs de risque identifiés dans les différentes études
(cf. Tableau 2) dépendent eux aussi des criteres retenus pour la définition de 1’endométrite
subclinique. Des événements liés au part, tels que la rétention des membranes fcetales,
I’assistance au vélage, le v€lage de jumeaux, le faible état corporel au vélage (Dubuc et al.,
2010b; Kasimanickam et al., 2004; Lee et al., 2018), ou encore la survenue d’une métrite aigué
(Cheong et al., 2011; Lee et al., 2018), la cétose postpartum (Cheong et al., 2011; Dubuc et al.,
2010b), la parité (Pascottini et al., 2017), la concentration en haptoglobine postpartum (Dubuc
et al., 2010b), une concentration élevée en acides gras non estérifiés avant le part (Hammon et
al., 2006) augmentent le risque d’endométrite subclinique. De méme que pour I’endométrite
clinique, la rétention des membranes fcetales, 1’assistance au vélage (dystocie) et la gémellité
favorisent la croissance bactérienne dans la lumiére utérine et amplifient les lésions
consécutives a un traumatisme utérin. A la différence de I’endométrite clinique (étude de Potter
(Potter et al., 2010) pour laquelle les vaches primipares semblent plus a risque), la parité ne
semble pas constituer un facteur de risque pour I’endométrite subclinique puisque les études ne
montrent pas de différence significative de prévalence entre les vaches primipares et multipares
(Gilbert et al., 2005).

Une note d’état corporel faible et la cétose sont deux facteurs de risque de I’endométrite

subclinique (Cheong et al., 2011; Dubuc et al., 2010b). IIs sont le reflet du déficit énergétique
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postpartum, dont on suppose qu’il a des conséquences sur la réponse immunitaire innée. En
effet, un impact négatif d’'une moindre disponibilité en glucose et/ou en glutamine sur la
production des cytokines pro-inflammatoires IL-1f (interleukin 1 beta), [L-6 (interleukin 6) et
IL-8 (interleukin 8) en réponse a une stimulation par le LPS ou les lipopeptides bactériens
d’explants d’endomeétre en culture (ex vivo), a été démontré dans deux études récentes (Noleto
et al.,, 2017; Turner et al., 2016). D’autre part les corps cétoniques notamment le -
hydroxybutyrate, présents lors de déficit énergétique et de cétose pourraient avoir un effet
immunosuppresseur, sur les fonctions immunitaires innées lors d’endométrite, comme le
suggere une ¢étude étudiant I’action du B-hydroxybutyrate sur I’expression de certains genes
impliqués dans la réponse innée des cellules épithéliales mammaires stimulées par Escherichia

coli (Hillreiner et al., 2016).

Tableau 2. Facteurs de risque associés a [’endométrite subclinique a [’échelle individuelle

Facteur de risque OR ou RR 95% IC Références

Rétention placentaire 1,87" 1,05-3,314 (Lee et al., 2018)
(Rétention des

membranes foetales plus

de 24h) .
3,15 43,18 fois
. . plus a risque (OR i (Kasimanickam et
Assistance au vélage ou RR non al.. 2004)
indiqués)
Vélage de jumeaux
3,07 1,622-5,827 (Lee et al., 2018)
Métrite "
1,86 1,05-3,30 (Cheong et al., 2011)
Cétose postpartum 3,83 1,82-8,07 (Cheong et al., 2011)
(Concentration en BHB
>1,100 umol/L) 1,417 1,05-2,00 (Dubuc et al., 2010b)
BCS30a35ala 0,53" 0,42-0,95 (Dubuc et al., 2010b)
mise-bas
> > ise-
BCS 2 3{) :Sa la mise 0,62 0,46-1,35 (Dubuc et al., 2010b)
Concentration sérique
en haptoglobine dans la 1,59" 1,12-2,27 (Dubuc et al., 2010b)

premiere semaine
postpartum > 0,8 g/L. 7 7
Légende. Le symbole * est apposé lorsque la p-value est inférieure a 0,05. IC : intervalle de
confiance. OR : odds ratio. RR : risque relatif. BHB : beta-hydroxybutyrate.
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La saison chaude (Pascottini et al., 2017) ou I’utilisation d’un box de vélage (étude
menée par Prunner (Prunner et al., 2014) sur 10 troupeaux de vaches laitieres) ont été associés
a une augmentation du risque d’endométrite subclinique. L’étude de Cheong (Cheong et al.,
2011) portant sur 38 troupeaux de vaches laitieres a identifi€¢ deux facteurs de risque associés a
une augmentation de la prévalence de I’endométrite subclinique a 1’échelle du troupeau : le
logement en aire paillée au début du postpartum et I’utilisation d’une litiere autre que la paille
dans le box de vélage. Dans le détail, la prévalence d’endométrite subclinique dans les
troupeaux dont les vaches sont élevées en aire paillée en début de postpartum est de 36,1%,
alors que celle déterminée dans les troupeaux avec des logettes a la méme période est de 19,4%.
Concernant le matériau utilisé dans le box de vélage, la méme étude rapporte une diminution

de la prévalence inter-troupeaux de 10,7% lorsque la litiere est constituée de paille.

B. Conséquences sur les performances de reproduction et de production

1. Performances de reproduction

L’endométrite par définition est associée a une baisse des performances de reproduction,
quelle que soit la forme considérée — clinique ou subclinique — chez les vaches laitieres
(LeBlanc et al., 2002; Sheldon et al., 2006). Les études montrent notamment un effet sur les
paramétres de fertilité et de fécondité comme suit :

» Une réduction du taux de réussite a la premiére insémination artificielle chez les vaches
avec endométrite subclinique (Gilbert et al., 2005) et endométrite clinique (Toni et al.,
2015);

» Une augmentation de I’intervalle vélage — premiére insémination artificielle chez les
vaches avec endométrite subclinique (Gilbert et al., 2005) ;

» Une réduction significative du taux de gestation a n jours postpartum (n variant d’ une
étude a I’autre) chez les vaches avec endométrite clinique ou subclinique par rapport
aux vaches saines, en d’autres termes une réduction du risque relatif de gestation, la
valeur du risque relatif variant selon les études (Dubuc et al., 2010a; Galvao et al., 2009;
Gilbert et al., 2005; LeBlanc et al., 2002; Plontzke et al., 2011) (cf. Tableau 3). L’étude
de Gilbert (Gilbert et al., 2005) ne rapporte pas de valeur de risque relatif mais
seulement un taux de gestation plus faible chez les vaches avec endométrite subclinique
par rapport aux vaches sans inflammation. Cette réduction du taux de gestation chez les

vaches atteintes par rapport aux vaches saines se traduit par un allongement de la
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médiane de I’intervalle vélage — insémination fécondante des vaches avec endométrite
clinique ou subclinique par rapport aux vaches saines (Dubuc et al., 2012).

» Une augmentation significative du nombre d’inséminations artificielles nécessaires
pour obtenir la gestation, quel que soit le type d’endométrite (Gilbert et al., 2005;
Plontzke et al., 2011)

En outre une augmentation du risque de réforme pour cause de mauvaises performances
de reproduction est rapportée dans 1’é¢tude de Plontzke (Plontzke et al., 2011) lorsque le
diagnostic est fait entre 18 et 38 jours postpartum (RR 1,57*, IC 95% 1,04 — 2,38). Ceci ne
semble pas étre valable lorsque I’endométrite clinique est diagnostiquée plus tardivement, a 56

+ 3 jours (Dubuc et al., 2011).

Tableau 3. Impact de [’endométrite sur le risque relatif de gestation.

Période du Période sur

T di tic d 1 lle est
s ype, . S }c ) © aque ,e ©s RR IC 95% Références
d’endométrite 1’endométrite  calculée le
(pp) RR (jpp)
18a38 360 0,49* 0,28 — 0,84 (Plontzke et al., 2011)
EC "
20433 360 0,73 0,64 —-0,84 (LeBlanc et al., 2002)

*

0,64~ 0,55-0,73
32438 200 (Dubuc et al., 2010a)

*

0,66 0,56 —-0,77

ES
35 300 0,77 0,6—0,9 (Galvio et al., 2009)

Légende. EC : endométrite clinique. ES : endométrite subclinique. jpp : jours postpartum. RR :
risque relatif. IC : intervalle de confiance. Le symbole * est apposé lorsque la p-value est
inférieure a 0,05.

Un retard du retour a la cyclicité mis en évidence par une €tude est possiblement un des
¢léments expliquant ’impact de I’endométrite sur les performances de reproduction. Les vaches
présentant une endométrite subclinique ont 1,5 fois plus de chances d’avoir une période
anovulatoire prolongée que les vaches saines (Dubuc et al., 2012). Dans le détail, le pourcentage
de vaches avec un repos ovarien prolongé en présence ou absence d’endométrite

subclinique était respectivement de 18,5% et 13,1% (OR 1,52", IC 95% 1,08 — 2,13).
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La concentration en FSH (Follicle Stimulating Hormone) plasmatique augmente dans
les premiers jours suivant le part permettant la croissance folliculaire et ainsi la reprise des
vagues folliculaires (Crowe, 2008). Elle conduit a I’apparition du premier follicule dominant 7
a 10 jours aprés le vélage. Ce premier follicule dominant pourra soit ovuler vers 15 jours
postpartum et €tre a 1’origine du premier corps jaune, soit subir une atrésie laissant alors la place
au développement d’un autre follicule dominant, soit devenir un kyste ovarien par croissance
persistante et absence d’ovulation. Le devenir du premier follicule dominant, parmi les trois
possibilités précédemment citées, dépend de la fréquence des pics sécrétoires de
LH (Luteinising Hormone) (Roche et al., 1992) : la sécrétion pulsatile adéquate de LH est
nécessaire au développement d’un follicule dominant ovulatoire. Les cytokines et les PAMPs
(Pathogen-Associated Molecular Patterns) perturbent [’axe hypothalamo-hypophysaire
provoquant une réduction de la sécrétion de GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone) et de
LH (Karsch et al., 2002), hormones dont la sécrétion pulsatile est indispensable a la formation
des premiers follicules ovulatoires, comme détaillé précédemment. On peut supposer que les
vaches développant une endométrite ont un profil cytokinique tel que, entre 1 et 2 semaines, le
premier follicule dominant postpartum n’ovule pas par défaut d’une sécrétion pulsatile de LH
adéquate, retardant ainsi I’apparition du premier corps jaune postpartum et donc le retour a la
cyclicité de la vache. De la méme maniere, le profil cytokinique anormal associé a I’endométrite
se maintenant au-dela de 1 a 2 semaines, on peut penser qu’il bloquera 1’ovulation des follicules
ovulatoires, retardant toujours plus le retour a la cyclicité. Deux autres mécanismes sont
suggérés pour expliquer le retour retardé de la cyclicité ovarienne lors d’endométrite : les
cytokines pro-inflammatoires, en particulier IL-6 et TNFo (Tumor Necrosis Factor alpha),
produites en réponse a la présence de bactéries dans 1’utérus et qui agissent directement sur
I’ovaire et perturbent la genése des follicules ovariens (Alpizar and Spicer, 1994; Spicer, 1998) ;
les PAMPs agissent sur 1’ovaire et limitent la production d’cestradiol par les cellules de la
granulosa (Herath et al., 2007; Price et al., 2013) ; ce stéroide est nécessaire a I’apparition du

pic de LH par rétrocontrole positif.
2. Performances de production

L’endométrite étant une affection localisée, aux faibles répercussions systémiques, il est
probable qu’elle soit sans conséquence sur la production de lait. L’étude de Dubuc (Dubuc et
al., 2011) est en accord avec cette hypothese : I’endométrite, dans ses deux formes, n’a pas

d’effet sur la quantité de lait produit.
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lll.  Mécanismes physiopathologiques

A. Agents pathogenes impliqués dans la contamination utérine postpartum
et dans l'infection de I'endometre

1. Une colonisation permise par la perte d’étanchéité du col utérin et qui
s’estompe dans le temps

L’¢étanchéité du col préserve 1’utérus des contaminations microbiennes au cours de la
gestation. Le processus de maturation du col de I’utérus provoque un relachement progressif du
myomeétre cervical et permet, sous I’action conjointe des efforts expulsifs de la mere, le passage
du feetus et de ses annexes vers la cavité vaginale. La perte d’étanchéité du col utérin apres la
parturition rend possible la colonisation ascendante de 1’utérus par des bactéries présentes dans
le vagin (cf. Fig. 10). Cette colonisation bactérienne intra-utérine est quasiment
systématique apres le part. En effet, la prévalence des vaches dont I’utérus est contaminé atteint
80 a 100% dans les deux premicres semaines postpartum (Chapwanya et al., 2012; Sheldon and
Dobson, 2004). Cependant 1’invasion bactérienne de 1’utérus apres le part ne conduit pas
systématiquement a une endométrite, comme le suggerent les études de la prévalence des
endométrites clinique et subclinique, n’excédant pas, pour les deux catégories, 35%
(Kasimanickam et al., 2004; Plontzke et al., 2011) (cf. Annexe 1. Tableau illustrant la
multitude des valeurs de seuils retenus pour définir ’endométrite subclinique. Adapté de
(de Boer et al., 2014). et Annexe 2. Tableau illustrant les prévalences de I’endométrite
clinique selon les études.).

Le role du pH vaginal et de la flore résidente du vagin dans la défense de 1’utérus contre
I’infection reste a éclaircir (Sheldon and Owens, 2017). Les peptides antimicrobiens,
glycoprotéines et mucines présents dans le vagin et le col permettent de limiter la contamination
de I'utérus et la croissance bactérienne (Chapwanya et al., 2012; Davies et al., 2008;

Kasimanickam et al., 2014).
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Fig. 10. La perte d’étanchéité du col utérin survenant lors de la parturition rend possible la
colonisation ascendante de [’utérus par les bactéries présentes dans le vagin, principalement
Escherichia coli, Trueperella pyogenes et des bactéries anaérobies. Les glycoprotéines,
peptides antimicrobiens et mucines présentes dans le vagin et le cervix limitent la croissance
bactérienne et la colonisation de ['utérus. Le role joué par le pH et la flore vaginale résidente
n’est pas clairement défini. Toutefois un grand nombre de bactéries atteint la lumiere utérine
provoquant via l’exposition des facteurs de virulence comme le LPS (Lipopolysaccharide) et la
PLO (cholesterol-dependent cytolysin pyolysin) aux cellules hématopoiétiques et endométriales
[’afflux de neutrophiles et de macrophages. Le systeme immunitaire inné joue un role essentiel

dans la réponse a l’infection. (Sheldon and Owens, 2017)

Les bactéries sont ¢liminées de la lumiere de I’utérus au cours des jours suivant le part

(Sheldon, 2004) (cf. Fig. 11).
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Fig. 11. Proportion de vaches dont [’utérus est contaminé par des bactéries apres le part.

(Sheldon, 2004)
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2. Espéces bactériennes impliquées dans les infections utérines

Les espéces de bactéries qui ont été isolées ou identifiées a partir du contenu utérin sont
nombreuses (cf. Fig. 12), et incluent des bactéries pathogenes opportunistes comme

Fusobacterium necrophorum, Trueperella pyogenes et Escherichia coli d’importance majeure

dans le développement de I’inflammation de I’endometre (Sheldon et al., 2008, 2002b).

Bacterial category

2

3

Arcanobacterium pyogenes
Prevotella spp

Escherichia coli
Fusobacterium necrophorum
Fusobacterium nucleatum

Acinetobacter spp

Bacillus licheniformis

Enterococcus faecalis

Haemophilus somnus

Mannhiemia haemolytica
Pasteurella multocida
Peptostreptococcus spp
Staphylococcus aureus (coagulase +)
Streptococcus uberis

Aeracoccus viridans
Clostridium butyricum
Clostridium perfringens
Corynebacterium spp
Enterobacter aerogenes
Klebsiella pneumoniae
Micrococcus spp
Providencia rettgeri
Providencia stuartii

Proteus spp

Proprionobacterium granulosa
Staphylococcus spp (coagulase -)
a-Haemolytic Streptococci
Streptococcus acidominimus

Fig. 12. Catégorisation des especes de bactéries, isolées par cultures aérobie et anaérobie a
partir d’écouvillons utérins de vaches, basée sur le pouvoir pathogene. Légende : 1, especes
connues pour causer des lésions de [’endometre ; 2, espéeces pathogenes pour ['utérus ; 3,

especes non pathogenes pour ['utérus. (Sheldon et al., 2002b)

3. Facteurs liés a I'agent infectieux et associés a la sévérité de
I'endométrite

La sévérité de I’endométrite a été reliée a la présence de divers facteurs tenant a la nature

de I’agent pathogeéne lui-méme ou a sa quantité dans la lumiére de 1’utérus.
a) Le pouvoir pathogéne

La présence de Trueperella pyogenes (anciennement désigné Arcanobacterium
pyvogenes dans la Fig. 12) augmente le risque d’endométrite clinique (Prunner et al., 2014). Cela
pourrait étre expliqué par 1’action cytolytique — en particulier sur les cellules endométriales
stromales plutdt que sur les cellules épithéliales ou immunitaires classiques (neutrophiles et
macrophages) — du facteur de virulence PLO (cholesterol-dependent cytolysin pyolysin) qu’elle

sécrete (Amos et al., 2014).
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Karstrup (Karstrup et al., 2017) a évalué le pouvoir invasif, un des critéres permettant
d’évaluer le caractére pathogene plus ou moins marqué, et défini comme étant la capacité d’une
bactérie pathogeéne a envahir un tissu a partir d’un foyer infectieux initial, par des bactéries
d’intérét majeur (sus-citées) dans I’endometre de vaches a différents jours apres le vélage.
Fusobacterium necrophorum envahit 1’endometre contrairement a Trueperella pyogenes et
Escherichia coli, qui restent localisés dans la lumiere utérine apres adhésion ou non a la surface
de I’épithélium. Le pouvoir invasif de Fusobacterium necrophorum pourrait toutefois résulter
d’une synergie déja connue avec Trueperella pyogenes, dont les toxines cytolytiques
endommageraient le stroma de ’endometre (Amos et al., 2014; Karstrup et al., 2017). Des
souches d’Escherichia coli dites pathogenes pour I’endomeétre (EnPEC pour Endometrial
Pathogenic E. coli), différentes de celles responsables des infections mammaires, urinaires ou
entériques, notamment en raison de 1’absence de certains facteurs de virulence, ont été isolées
de la lumiere utérine. Contrairement aux résultats de 1’étude de Karstrup (Karstrup et al., 2017),
ces bactéries adherent puis envahissent I’épithélium et le stroma de I’endometre (Sheldon et al.,
2010). Le LPS d’E. coli est le principal facteur de virulence responsable de ’activation de

I’immunité innée lors d’infection utérine (Sheldon et al., 2010).

b) Relation « dose — effet »

Le grade de I’endométrite a été associé a la concentration en bactéries pathogenes dans
la lumiere utérine (cf. Fig. 13). L’endométrite de grade 2 ou 3 selon 1’échelle de Williams
(Williams et al., 2005) est associée a un contenu utérin significativement plus riche en bactéries

pathogenes que I’endométrite de grade 0 ou 1.
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Fig. 13. Le grade de [’endométrite clinique reflete le titre des bactéries pathogenes. (A)
Evaluation du contenu vaginal. (B) Titre bactérien en fonction du grade de |’endométrite
clinique. Légende : Score UFC 0, aucune croissance ; score UFC 1, < 10 UFCs ; score UFC
2,10 a 100 UFCs ; score UFC 3, 101 a 500 UFCs ; score UFC 4, > 500 UFCs. ** p-value <
0.01 et *** p-value < 0.001. (Williams et al., 2005)
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B. Physiopathologie de la réponse immunitaire lors d’une infection de

'endometre

La réponse immunitaire innée déclenchée par la détection des PAMPs et DAMPs
(Damage Associated Molecular Patterns) fait généralement intervenir les macrophages, les
cellules dendritiques et les granulocytes neutrophiles (Moresco et al., 2011). Les cellules de
I’endometre expriment des récepteurs dits PRR (Pattern Recognition Receptors) ayant pour
ligands les PAMPs des procaryotes et les DAMPs libérés par la lyse cellulaire, cette interaction
initiant une cascade de transduction aboutissant a la production des médiateurs de

I’inflammation.

1. Les cellules endométriales, acteur fondamental de la réponse
immunitaire innée

a) Une réponse aboutissant a la synthése de multiples médiateurs
de l'inflammation

(1) Les cytokines et les chimiokines

(a) Une synthese déclenchée par interaction entre
LPS et TLR4

(i) La fixation du LPS au TLR4 aboutit a la
synthese de cytokines et de chimiokines
Les cellules stromales et les cellules épithéliales, qui forment I’endomeétre bovin,
présentent a leur surface des récepteurs PRRs parmi lesquels figurent TLR4 (Toll-like receptor
4) et CD14 (Herath et al., 2006). Les récepteurs TLR4 et CD14 ont pour ligand le LPS,
constitutif de la paroi des bactéries a Gram négatif telles que Escherichia coli, au contraire des
bactéries a Gram positif telles que Trueperella pyogenes. L’expression de ces deux récepteurs
membranaires est modulée par ’environnement péri-cellulaire (Herath et al., 2006). La
stimulation des cellules endométriales par des bactéries a Gram négatif augmente 1’expression
de TLR4 et CD14. La fixation du LPS au complexe TLR4/CD14/MD2 déclenche la synthese
et la sécrétion de cytokines et chimiokines (Cronin et al., 2012) : les cytokines pro-
inflammatoires IL-1p (Cronin et al., 2012; Foley et al., 2015), IL-6 (Cronin et al., 2012; Herath
et al., 2006), TNFa (Herath et al., 2006), ou anti-inflammatoires comme IL-10 (Foley et al.,
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2015) et la chimiokine CxCL8 ou IL-8 (Cronin et al., 2012; Herath et al., 2006). La chimiokine
IL-8 est responsable du recrutement des granulocytes neutrophiles et des macrophages dans

I’utérus (Zerbe et al., 2003), qui sont ensuite activés par des cytokines dont I’[L-6 (Tizard,

2013).

(ii) Voies de signalisation impliquées

L’utilisation d’ARN interférents a permis de mettre en évidence le rdle central de la
molécule de signalisation MyD88 (Myeloid Differentiation factor 88) dans la transduction du
signal initi¢ par la formation du complexe LPS/TLR4/MD2 a la surface des cellules
endométriales bovines et la production de cytokines et chimiokines (Cronin et al., 2012) (cf.
Fig. 14). Leur étude précise également le role joué par les voies NFkB (Nuclear factor kappa
B) et MAPK (Mitogen-activated protein kinase). La formation du complexe LPS/TLR4/MD2
active la molécule intracellulaire MyD88, qui stimule alors les kinases IRAK4 et IRAK1 (IL-
1R-associated kinases). Celles-ci activent la molécule TRAF6 (TNFR-associated factor 6)
catalysant la formation du complexe formé par TAK1 (TGFp-activated kinase 1) et des
membres de la famille des protéines TAB (TAK1 binding protein). Ce complexe active deux
voies importantes de I’inflammation, la voie MAP kinase et la voie NFkB. Les MAP kinases
(MAPK) phosphorylées apres stimulation des cellules endométriales par le LPS sont MAPK
3/1 (dites aussi ERK 1/2) et MAPK 14 (dites aussi p38). La cascade des MAPK (constituée de
ERK 1/2, p38 et JNK) active le facteur de transcription AP-1 (Activator Protein 1). Au sein de
certaines cellules endométriales stromales, la voie NFkB est activée : le complexe formé par
TAKI1 et les protéines TAB provoque la dégradation de la protéine inhibitrice IKB (Inhibitor
of nuclear factor kappa B) permettant la translocation nucléaire du facteur de transcription
NFxB. Parmi les MAPK, seul le blocage de I’activit¢é de MAPK 3/1 a pour effet la diminution
de ’expression des geénes i/1b, il6 et il8 soulignant leur role dans la transduction globale du

signal.
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Fig. 14. La synthese des cytokines et chimiokines pro-inflammatoires en réponse a la fixation
du LPS bactérien a la surface des cellules endométriales est MyDS88-dépendante. (Wang et
al., 2015).

(b)  ...ourésultant de I'interaction d’autres facteurs
microbiens et de récepteurs TLR
Les cellules endométriales expriment d’autres TLRs, membranaires ou intracellulaires :
les récepteurs TLR1 a 7 et TLR9 sont exprimés par les cellules épithéliales endométriales, TLR
1a4,6,7,9 et 10 par les cellules stromales (Davies et al., 2008). L’ensemble de ces TLR,
exception faite de TLR3, utilisent le systtme MyD88 pour la production des cytokines
inflammatoires (Moresco et al., 2011).
Turner (Turner et al., 2014) met en évidence pour la premiere fois, via I'utilisation de
I’interférence de I’ARN, I’'implication d’autres récepteurs, précisément TLR1, 2 et 6, dans la
réponse immunitaire innée des cellules endométriales aux lipopeptides bactériens. La fixation

des lipopeptides triacylés sur les récepteurs TLR1 ou 2 aboutit a la synthese d’IL-6 et d’IL-8
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par les cellules endométriales. De méme, la fixation des lipopeptides diacylés sur les récepteurs
TLRI1, 2 ou 6 provoque la synthese d’IL-6 et d’IL-8. La transduction du signal initi¢ par la
fixation de lipopeptides tri- ou diacylés sur le récepteur TLR2 implique notamment la
phosphorylation de p38 et ERK 1/2 ainsi que la translocation de NFxB (cf. Fig. 15). Ces
résultats obtenus in vitro sont concordants avec ceux d’études menées ex vivo sur des cultures
d’endometre, montrant une accumulation de cytokines IL-8 et IL-6, ainsi que I’IL-1 en réponse

a la présence de Trueperella pyogenes (Borges et al., 2012).
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Fig. 15. La fixation du LPS ou des lipopeptides aux TLR des cellules endométriales aboutit a
la synthese de cytokines pro-inflammatoires, chimiokines et prostaglandines. La transduction
du signal implique le systeme MYDSS et [’activation des MAP kinases et du facteur de
transcription NFxB. (Sheldon et al., 2014)
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(c) Une sécrétion de cytokines et de chimiokines
polarisée
Les cellules épithéliales endométriales sécretent la cytokine IL-6 vers la lumiere utérine
seulement, ce qui permet de limiter, dans I’espace, 1’activation des cellules immunitaires
attirées sur le site par ’IL-8 (Healy et al., 2015a). De méme, il a ét€ montré que la sécrétion
d’IL-8 par les cellules épithéliales polarisées est dirigée principalement vers la lumiére utérine

lorsque la stimulation par le LPS se fait a ’apex des cellules (MacKintosh et al., 2013).

(d) Une sécrétion de cytokines amplifiée par la lyse
des cellules endométriales
La lyse des cellules endométriales, notamment par I’action de la toxine PLO en présence
de T. pyogenes, libere des composants intracellulaires, nucléaires et cytoplasmiques, appelés
DAMPs qui sont reconnus par des PRRs, I’interaction DAMP-PRR provoquant in fine la
sécrétion de médiateurs de I’inflammation (Kono and Rock, 2008). L’IL-1a (Interleukin-1
alpha) est I'un de ces DAMPs (Healy et al., 2015b). En effet, elle est présente dans le cytosol
des cellules endométriales, et en réponse a la stimulation par le LPS, elle est libérée dans le
compartiment extracellulaire lors de la lyse des cellules ; elle se fixe alors sur son récepteur
IL1R (Interleukin 1 receptor) présent a la surface des cellules stromales et amplifie la sécrétion

d’IL-6 qui a des propriétés pro-inflammatoires.

(e)  Infection a T. pyogenes et activation de
I'inflammasome
Les pores formés dans la membrane plasmique des cellules endométriales par les toxines
PLO de T. pyogenes provoquent des flux d’ions entre la cellule et son environnement capables
d’activer des complexes protéiques cytosoliques appelés inflammasomes. Les inflammasomes
sont en général activés apres stimulation des PRRs intracellulaires par les PAMPs qui diffusent
dans le compartiment intracellulaire. L’activation de ces complexes protéiques cytosoliques
conduit au clivage du précurseur de I'IL-1B, ce qui permet aux cellules endométriales et

hématopoiétiques de sécréter I’IL-1p fonctionnelle (Lamkanfi and Dixit, 2014).
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(f) Effet des hormones stéroides sur la synthése de
cytokines et de chimiokines par 'endomeétre ?

Une étude récente menée in vitro montre que les hormones stéroides, cestradiol ou
progestérone, n’ont aucun effet modulateur sur I’expression et la sécrétion des cytokines IL-1[3,
IL-6 et IL-8 par les cellules de I’endometre bovin et les cellules mononucléées sanguines lors
de la stimulation avec du LPS (Saut et al., 2014). De méme, le stade du cycle ovarien n’a aucune
influence sur I’expression ou la synthese de cytokines et de chimiokines lors de stimulation par
du LPS ou la bactérie Escherichia coli. Ainsi et contrairement aux résultats de nombreuses
autres ¢tudes, les hormones stéroides ne semblent pas avoir d’effet sur la synthése de ces

médiateurs (Saut et al., 2014).

(2) L'interféron de type |, IFNJ

La production d’interféron B (=IFNf) ne fait pas intervenir la signalisation MyD88 (cf.
Fig. 14). La fixation du LPS au récepteur TLR4 aboutit a la dimérisation de IRF3, qui agit
comme facteur de transcription pour les génes codant I’'IFN, en association avec le facteur
nucléaire NFxB, aprés sa translocation nucléaire. L’IFNB peut avoir des conséquences
bénéfiques ou défavorables pour 1’hote lors d’infection bactérienne (Kovarik et al., 2016). Son
(ou ses) role(s) lors d’endométrite a Escherichia coli ou Trueperella pyogenes n’est (ne sont)

pas ¢lucidé(s).
(3) Les prostaglandines pro-inflammatoires

Les prostaglandines peuvent €tre produites par plusieurs types cellulaires, notamment
les leucocytes en réponse a une stimulation (Harris et al., 2002). Les cellules endométriales

utérines sont aussi capables de cette synthese.

(a) La fixation du LPS au TLR4 aboutit a la synthése
de PGE2 et PGF2a

Plusieurs études montrent la production de prostaglandines PGE2 et PGF2a par les
cellules épithéliales et stromales de I’endomeétre apres stimulation par le LPS (étude ex vivo de
Sheldon (Sheldon et al., 2014) et études in vitro de Herath (Herath et al., 2009, 2006) qui
mettent en évidence par ailleurs une accumulation préférentielle de PGE2 aussi bien dans les
cellules épithéliales que stromales. Enfin, 1’étude in vitro de MacKintosh (MacKintosh et al.,

2013) montre une accumulation proportionnelle a la concentration de LPS).
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(b)  Role des prostaglandines dans I'immunité innée
utérine
La prostaglandine PGE2 produite par les cellules endométriales agit de fagon paracrine
sur les cellules endométriales via les récepteurs EP2 (E prostanoid receptor 2) et EP4 (E
prostanoid receptor 4) (Herath et al., 2009) et sur les autres cellules impliquées dans la réponse
immunitaire innée. Elle pourrait avoir un rdle dans le controle de I’inflammation comme le
suggerent les nombreuses études portant sur I’effet de PGE2 sur les fonctions des cellules
impliquées dans la réponse immunitaire innée, dans et a la surface des muqueuses. En outre,
PGE2 inhibe la phagocytose par les macrophages ainsi que le recrutement et 1’activation des
granulocytes neutrophiles et des cellules NK (Natural Killer) (Agard et al., 2013). D’autre part,
elles limitent I’expression de certains génes pro-inflammatoires dépendant de la voie MyD88 —
comme tnfa et ill — et d’autres ne dépendant pas du systtme MyD88 — comme celui codant
I’IFNP — dans les macrophages de la souris apres stimulation par le LPS (Brandwein, 1986; Xu
et al., 2008). Enfin, en favorisant la production de cytokines anti-inflammatoires, elle modifie
la réponse adaptative, en I’orientant vers un profil de type Th2 (T helper 2) (Agard et al., 2013).
La prostaglandine PGF2a stimule la production de cytokines pro-inflammatoires et
favoriseraient la production de leucotrienes B4, laquelle stimule diverses fonctions exercées

par les granulocytes neutrophiles (Lewis, 2004).

(c) Influence des hormones stéroides

La présence d’hormones stéroides, cestradiol et/ou progestérone, limite la surexpression
des prostaglandines, PGE2 et PGF2a, par les cellules endométriales stimulées par le LPS et cet
effet est plus marqué sous imprégnation progestéronique (Herath et al., 2006). 1l est cependant
difficile de déterminer la résultante de la somme des effets de PGE2, dont I’effet est plutdt anti-
inflammatoire, et PGF2, a I’inverse plutdt pro-inflammatoire, in vivo lors d’infection de
I’endometre en présence de progestérone ; plusieurs études démontrent une augmentation de la
prédisposition aux infections sous imprégnation progestéronique (Kaushic et al., 2000; Lewis,
2004, 2003) (la progestérone module la synthése de prostaglandines mais également d’autres

acteurs de I’inflammation).
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(4) Les peptides antimicrobiens et les mucines : synthése par
I'endomeétre et role dans I'immunité innée locale

(a) Les peptides antimicrobiens
(i) Réle dans I'immunité innée

Les peptides antimicrobiens sont connus pour jouer un role dans la réponse immunitaire
innée. Les cellules de ’endometre bovin expriment de manicre constitutive des peptides
antimicrobiens : les cellules épithéliales produisent les molécules LAP (Lingual Antimicrobial
Peptide), TAP (Tracheal Antimicrobial Peptide) et les B-défensines BNBD4 et DEFBS ; les
cellules stromales ne produisent que LAP et TAP. La stimulation in vitro de cellules épithéliales
avec du LPS provoque une surexpression des genes codant les peptides antimicrobiens LAP et
TAP, ce qui laisse a penser qu’ils ont une importance fonctionnelle dans la réponse immunitaire

innée locale (Chapwanya et al., 2013; Davies et al., 2008).

(i) Influence des hormones stéroides

En I’absence de stimulation par le LPS, la progestérone ne semble pas avoir d’impact
sur I’expression des peptides antimicrobiens, ni sur les cellules stromales, ni sur les cellules
épithéliales (Davies et al., 2008). L’impact de ’hormone n’a pas été testé dans un contexte de

stimulation.

(b) La mucine MUC-1

(i) Réle dans I'immunité innée

La mucine MUC-1 (Mucin-1) est une protéine transmembranaire glycosylée qui est
exprimée a la surface des cellules épithéliales de I’endomeétre bovin et ovin (Brayman et al.,
2004; Davies et al., 2008; Johnson et al., 2001), et qui est capable entre autres d’empécher
I’adhésion des agents pathogeénes a la surface des cellules de I’endométre (Brayman et al.,
2004). Elle est surexprimée in vitro par les cellules épithéliales de I’endomeétre bovin lors de la
stimulation par du LPS (Davies et al., 2008), ce qui suggere qu’elle est un acteur de la réponse

immunitaire innée.
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(i) Influence des hormones stéroides

L’expression de MUC-1 est réduite sous imprégnation progestéronique, mais la
progestérone ne semble pas moduler la surexpression de la mucine par les cellules épithéliales

soumises a une stimulation par du LPS (Davies et al., 2008).

(5) Les protéines de la phase aigué

La réponse a I’infection de ’endomeétre par des bactéries fait probablement intervenir
des protéines de la phase aigu€. Les concentrations plasmatiques de I’haptoglobine et de la SAA
(serum amyloid A) sont augmentées lors de I’infection utérine par des bactéries (Williams et
al., 2007) ; elles sont produites par le foie en réponse a des cytokines comme I’IL-6 libérée par
I’endometre (Sheldon et al., 2001). Dans I’étude de Chapwanya (Chapwanya et al., 2013) les
genes codant 1’haptoglobine et la SAA3 sont surexprimés dans les cellules endométriales
épithéliales soumises in vitro a une stimulation par du LPS. Les protéines codées par ces genes,
si elles sont sécrétées par I’endometre, pourraient a la lumicre de ces résultats assurer une
protection locale, liée a leur effet antimicrobien et activateur des macrophages (Sheldon, 2015).
L’importance de cette protection doit cependant étre évaluée in vivo. Ces résultats sont
discordants avec ceux mentionnés quelques années plus tot dans 1’étude de Davies (Davies et
al., 2008), bien que portant sur des variables différentes (expression des genes d’une part et
concentration en protéines d’autre part), dans laquelle les concentrations en protéines
haptoglobine et SAA dans les cellules endométriales ne sont pas modifiées par une stimulation

in vitro avec du LPS.

b) La réponse immunitaire innée est initiée précocement

L’inflammation sévere apres 15 jours postpartum, caractérisée histologiquement par une
forte infiltration leucocytaire de 1I’endometre de vaches primipares saines, commence a
diminuer vers 30 jours postpartum avant de se résoudre totalement vers 60 jours postpartum
(Chapwanya et al., 2012). Des biopsies de la paroi de I’utérus réalisées sur des vaches environ
deux semaines apres le part montrent une forte expression des génes codant le récepteur TLR4
et des génes codant les médiateurs de 1’inflammation NFxB, IL1A, 1L6, IL8, IL12A, TNF,
SAA3, HP (Haptoglobine) et TAP (Chapwanya et al., 2012, 2009). A 30 jours postpartum,
I’expression de ces geénes commence a retrouver un niveau basal (Chapwanya et al., 2012). Ces

résultats sont confortés par I’étude de Foley (Foley et al., 2015) montrant une forte expression
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des geénes impliqués dans I’inflammation au cours de la premiere semaine chez toutes les vaches

(Foley et al., 2015).

Le systéme immunitaire inné est activé rapidement aprés exposition a du LPS, comme
le révele une étude in vitro dans laquelle les geénes codant les cytokines IL-1, IL-6, TNFa et la
chimiokine IL-8 sont surexprimés dans les cellules endométriales, qu’elles soient épithéliales

ou stromales, en 1’espace de quelques heures apres la stimulation (Cronin et al., 2012).

La figure suivante illustre la réponse de I’endométre lors d’infection intra-utérine (cf.

Fig. 16).
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Fig. 16. La lumiere de ['utérus est colonisée apres le vélage par de nombreuses espéeces
bactériennes, Escherichia coli et Trueperella pyogenes étant les plus fréquentes parmi les
bactéries pathogenes. Elles sont reconnues par les cellules de I’'immunité innée classiques mais
aussi et surtout par les TLR exprimés a la surface des cellules endométriales, et provoquent in
fine la synthese de cytokines pro-inflammatoires dont IL-1, IL-6 et IL-8. Ces cytokines recrutent
et activent les agents de la phagocytose, neutrophiles et macrophages, sur le site de l’infection.
Trueperella pyogenes libere le facteur de virulence PLO responsable de la cytolyse du stroma

endométrial essentiellement. (Carneiro et al., 2016)
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2. Réle de I'immunité adaptative dans la physiopathologie de
'endométrite ?

Le rdle joué par 'immunité adaptative dans la réponse a I’infection de I’endometre n’est
pas clair. L’endométre postpartum contient des aires riches en lymphocytes, toutes localisées
dans le stroma (Bonnett et al., 1991). Une étude récente a montré 1’effet de la vaccination, a
partir de formulations contenant différentes combinaisons de protéines bactériennes exprimées
par E. coli, F. necrophorum et T. pyogenes et/ou les mémes bactéries enticres tuées, dans la
prévention des métrites puerpérales chez la vache laitiere (Machado et al., 2014). En revanche
la vaccination n’a aucun effet autant sur la prévention des endométrites cliniques, dont le
diagnostic est fait dans cette étude a 35 £ 3 jours postpartum par inspection visuelle du lavage
utérin, que sur la contamination bactérienne intra-utérine. La vaccination réalisée avant le
vélage provoque une augmentation du titre des IgG (Immunoglobulines gamma) sériques
spécifiques des antigénes, laquelle contribue sans doute a une meilleure réponse de I’organisme
vis-a-vis de la métrite. Enfin, cette étude suggeére que la présence d’immunoglobulines IgG
spécifiques des agents pathogénes dont le role est avéré dans I’endométrite dans la premiere
semaine postpartum (le titre des IgG n’étant plus mesuré au-dela dans cette étude) a une faible

contribution sur le controle des infections utérines et I’inflammation qui s’ensuit.

3. Caractéristiques de la réponse lors d’endométrite

a) Le profil cytokinique pro-inflammatoire est exagéré de maniere
précoce et persistante lors d’endométrite

(1) Mise en évidence expérimentale

Le profil d’expression des genes a été comparé dans diverses études entre les vaches
développant une endométrite (clinique ou subclinique) et celles sans endométrite. Les résultats
montrent que la réponse inflammatoire est exagérée précocement chez les vaches développant
par la suite une endométrite, et elle se poursuit dans le temps contrairement aux vaches saines
retrouvant dés 21 jours un profil non inflammatoire.

Durant la premiere semaine postpartum, les vaches qui développent par la suite une
endométrite surexpriment IL1A, IL1B — sous-exprimés dans 1’étude de Galvao (Galvao et
al., 2011) —, IL1R2 (Interleukin 1 receptor type 2) et TLR4 (étude in vivo de Herath (Herath
et al., 2009), menée a partir de biopsies de la paroi de I’utérus), tandis que TNFa est sous-
exprimé (Galvao et al., 2011). Une autre étude menée in vivo montre une surexpression des

genes illb, il6 et ill7a a une semaine postpartum chez les vaches développant une
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endométrite subclinique par rapport aux vaches qui resteront sans inflammation utérine
(étude in vivo de Foley (Foley et al., 2015), menée a partir de biopsies de la paroi de
I’utérus).

A 21 jours postpartum, les genes illa, il1b, il6 et ill7a sont surexprimés chez les vaches
avec endométrite subclinique par rapport aux vaches sans inflammation de I’utérus (Foley
et al., 2015). Cette surexpression concerne ¢galement le géne codant IL1R2 et la cytokine
anti-inflammatoire IL-10.

Entre 3 et 4 semaines postpartum, les cellules endométriales des vaches atteintes
d’endométrite surexpriment les genes codant CXCL5 (C-X-C motif chemokine ligand 5),
IL-1B, IL-8 et TNFa (étude de Fischer (Fischer et al., 2010), menée in vivo).

Enfin entre 5 et 7 semaines postpartum, les genes codant IL-1B, IL-6 et IL-8 sont encore
fortement exprimés (étude de Galvao (Galvao et al., 2011), menée in vivo). Ces résultats
sont confortés par ceux d’une autre étude montrant une surexpression des génes codant
CXCLS5, IL-1B, IL-6, IL-8 et TNFa in vivo de 10 a 45 jours postpartum chez les vaches
primipares atteintes d’endométrite par rapport aux vaches sans endométrite (Gabler et al.,

2010).

Les endométrites clinique et subclinique se différencient notamment par le profil
d’expression du gene i/§ : il est surexprimé chez les vaches avec endométrite clinique par
rapport aux vaches sans endométrite et il est exprimé au méme niveau chez les vaches sans
endométrite et chez celles avec une endométrite subclinique. En effet, une étude menée in vivo,
a partir d’échantillons collectés par cytobrosse, montre une surexpression des genes codant
TLR4, IL1B, IL8 et TNFa chez les vaches avec endométrite clinique par rapport aux vaches
sans endométrite; chez les vaches avec endométrite subclinique, seuls les genes codant IL-1B
et TNFa sont surexprimeés par rapport aux vaches sans endométrite, aucune différence n’étant
observée dans I’expression des genes codant IL-8 et TLR4 (Kasimanickam et al., 2014). L’IL-
8 étant responsable de la chimiotaxie des cellules immunitaires, en particulier des neutrophiles,
sur le site de I’infection, sa surexpression explique probablement 1’accumulation majeure de

neutrophiles et la formation de pus chez les vaches avec une endométrite clinique.
Ces études révelent d’une part que I’endometre des vaches atteintes d’endométrite (quel

que soit le type d’endométrite) est caractérisé par un profil pro-inflammatoire plus marqué que

celui des vaches sans endométrite, de maniere précoce (au moins deés la premiere semaine
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postpartum). Au fil du temps (plus précisément entre 7 et 21 jours), chez les vaches qui n’auront
pas d’endométrite ultérieurement, I’endometre retrouve un €tat non inflammatoire tandis que
chez des vaches atteintes d’endométrite, il est caractérisé par une persistance de la réponse
inflammatoire. De plus, les endométrites clinique et subclinique se différencient par le profil
d’expression du gene i/§ : il est surexprimé chez les vaches avec endométrite clinique par
rapport aux vaches sans endométrite et exprimé au méme niveau que les vaches sans

endométrite chez celles avec une endométrite subclinique.

(2) Mécanismes mis en évidence

(a) STAT3 et surexpression des genes il6 et il8

Cronin (Cronin et al., 2016) a mis en évidence, dans une étude conduite in vitro sur des
cellules endométriales stromales bovines, 1’existence d’une interaction entre les voies de
signalisation TLR4 et STAT3 (Signal Transducers and Activators of the Transcription 3).
L’inhibition de stat3 par la technique d’interférence de I’ARN bloque la production d’IL-6 et
IL-8 qui dépend de I’activation du TLR4, illustrant de fait ’activation nécessaire du facteur
STAT3 pour la production de ces cytokines. Cette étude révele surtout I’existence d’une boucle
de rétrocontrole positif impliquant IL-6 et STAT3 (Fig. 17). L exposition aigu€¢ a du LPS
conduit a I’activation des voies de signalisation impliquant le facteur nucléaire NFxB et les
MAPK (détail dans les paragraphes précédents), qui aboutit a la synthése d’IL-6 et d’IL-8 et
qui inhibe parallelement, par blocage de la phosphorylation du résidu tyrosine, 1’action du
facteur de transcription STAT3. L’IL-6 sécrétée par les cellules endométriales stromales se fixe
sur son récepteur IL6R présent sur ces mémes cellules (effet autocrine), activant alors la
phosphorylation de STAT3. Les dimeres de STAT3 formés agissent, apres translocation
nucléaire, comme facteurs de transcription induisant 1I’expression des genes codant IL-6 et IL-
8 qui permettent par chimiotaxie le recrutement des granulocytes neutrophiles sur le site de
I’infection. Cette boucle de rétrocontrdle positif maintient, en I’absence de bactéries, le

recrutement des neutrophiles.
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Fig. 17. Une boucle de rétrocontrole positif impliquant IL-6 et le facteur de transcription
STAT3 entretient la production d’IL-8 par des cellules endométriales soumises a une

exposition prolongée au LPS. (Cronin et al., 2016)

b) Une réponse adaptative cellulaire modifiée chez les vaches avec
endomeétrite subclinique

(1) Les lymphocytes B

Lors d’endométrite subclinique, entre 45 et 55 jours postpartum, la concentration
sanguine des lymphocytes B est significativement plus élevée (Diivel et al., 2014), ce qui
semble étre le cas aussi a 65 jours postpartum (Brodzki et al., 2014), bien que la tendance
observée ne puisse pas étre généralisée. Il reste néanmoins a déterminer le lien entre la présence
accrue de lymphocytes B dans la circulation sanguine et la physiopathologie de I’endométrite

(Dtivel et al., 2014). En revanche les lymphocytes B sont en concentration bien plus faible dans
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la lumiere utérine des vaches avec endométrite comparées aux vaches sans endométrite

(Brodzki et al., 2014).

(2) L’endométrite est associée a une plus grande quantité de
lymphocytes T CD8+ et une plus faible quantité de lymphocytes
T CD4+ et Teg dans la lumiere utérine

La concentration sanguine, de lymphocytes Taf} (lymphocytes CD8+ et lymphocytes
CD4+), de lymphocytes Tre (CD4+ CD25+), et des lymphocytes Tyd n’est pas
significativement différente lors d’endométrite subclinique, entre 45 et 55 jours postpartum
(Diivel et al., 2014), contrairement a la concentration des lymphocytes B. A 65 jours
postpartum, la concentration de lymphocytes CD4+ et de lymphocytes T, est plus faible dans
le sang des vaches atteintes d’endométrite subclinique par rapport aux vaches sans
inflammation de I’endométre (Brodzki et al., 2014). Des lavages utérins réalisés dans la méme
¢tude révelent d’une part une moindre concentration de lymphocytes CD4+ et de lymphocytes
Tree, et d’autre part la présence accrue de lymphocytes CD8+ chez les vaches atteintes
d’endométrite  subclinique. Les lymphocytes T., produisent des cytokines
immunomodulatrices dont I’'TL-10, laquelle inhibe les deux types de réponse immunitaire, innée

et adaptative.

C. Réle du fond génétique dans la réponse immunitaire et possibles effets
de la sélection génétique pour certains caracteres de la réponse immunitaire

1. Le contréle génétique de la prédisposition a I'endométrite est
actuellement inconnu
La connaissance des geénes qui participent de fagon significative a la variabilité de la
réponse immunitaire lors d’une infection utérine, en particulier de I’endometre, chez la vache
est actuellement limitée. Une faible association semble exister entre le polymorphisme des
genes tlr2, 4, 6 et 9 et la variabilité du statut inflammatoire chez la vache laitieére, en d’autres
termes le polymorphisme des génes #/r2, 4, 6 et 9 n’a que peu d’effet sur I’incidence de

I’endométrite et donc sur la résistance a I’endométrite (Pinedo et al., 2013).
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2. Possibles effets de la sélection génétique pour la résistance aux
mammites sur la réponse immunitaire lors d’infection utérine postpartum

a) La sélection génétique pour la résistance aux mammites sur le
critére CCS dans le lait modélisée par la production de lignées divergentes

(1) Production de deux lignées divergentes sur le critere CCS
pour connaitre les effets de la sélection génétique sur le critére
de résistance aux mammites

La sélection divergente sur le critetre CCS (concentration de cellules somatiques)
effectuée sur des brebis laitieres de race Lacaune a permis a I’équipe conduite par Rupp (Rupp
et al., 2009) d’étudier les effets de la sélection basée sur ce critére sur le caractére de résistance
aux infections intramammaires. Cette sélection a permis d’obtenir deux lignées de brebis issues
de béliers aux index CCS extrémes : la lignée dite CCS+ est constituée de brebis issues de
béliers dont I’index CCS est positif, et la lignée CCS- constituée de brebis issues de béliers dont
I’index CCS est extrémement négatif et donc défavorable pour ce caractére. Des lignées
divergentes sur ce méme critere ont de la méme manicre €té obtenues dans 1’espece bovine et
caprine. Des études de terrain et expérimentales sur les animaux issus de ces sélections ont
permis d’observer des différences a I’échelle épidémio-clinique (incidence des infections
intramammaires ou encore incidence des mammites cliniques et subcliniques), cellulaire
(cellules somatiques du lait, cellules épithéliales mammaires) et enfin génétiques (profils

d’expression génique).

Dans 1’¢tude de Rupp (Rupp et al., 2009), les cas de mammites cliniques suraigués ou
subaigués (fievre, abattement, anorexie, signes locaux tels qu’une modification de la couleur
et/ou de la consistance du lait ou la présence de mamelles chaudes, douloureuses et cedématiées)
n’ont été observés que dans la lignée CCS+ et la prévalence des mammites cliniques chroniques
(diagnostiquées dans cette ¢étude par la présence d’abces parenchymaux) est largement
supérieure chez les brebis de la lignée CCS+. L’incidence des examens bactériologiques positifs
réalisés au moment de I’agnelage, sur le colostrum, ainsi que pendant la lactation, par
échantillonnage mensuel du lait, est supérieure chez les brebis de la lignée CCS+ comparée a
celle observée chez les brebis de la lignée CCS- (Rupp et al., 2009). Ce résultat est conforté par
celui d’une autre étude menée sur des chevres laiticres de race Alpine obtenues par sélection
divergente sur le critere CCS qui révele que I’incidence des infections intramammaires est plus

faible dans la lignée CCS-, dans des conditions naturelles (Caillat et al., 2011), tandis qu’aucune
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différence concernant le titre bactériologique n’apparait dans des conditions expérimentales
(Cremonesi et al., 2012). Dans I’étude de Rupp (Rupp et al., 2009) les concentrations de cellules
somatiques dans le lait divergent entre les deux lignées a partir de 1’agnelage (valeurs basales
similaires dans le colostrum) jusqu’a la fin de la lactation : elles sont supérieures chez les brebis
de la lignée CCS+, en corrélation avec la plus forte prévalence d’infections intramammaires
caractérisant cette lignée. Les mémes observations sont rapportées dans I’espéce caprine dans
des conditions de terrain (Huau et al., 2015). En revanche il n’existe aucune différence de
concentration de cellules somatiques entre deux lignées divergentes de chévres dans des

conditions expérimentales (Cremonesi et al., 2012).

Dans I’étude expérimentale de Bonnefont (Bonnefont et al., 2011) menée sur des brebis
en lactation issues de la sélection divergente de Rupp (Rupp et al., 2009) et soumises a une
inoculation par Staphylococcus aureus ou Staphylococcus epidermis, le titre bactériologique
dans le lait prélevé 48 heures apres inoculation est inférieur chez les brebis CCS-, la
concentration de cellules somatiques €tant similaire entre les deux lignées au moment de
I’épreuve infectieuse et 48 heures apres ; cela suggere une meilleure activité bactéricide des
cellules exposées a 1’agent infectieux. L’effet de la sélection génétique sur le critere CCS sur
les fonctions immunitaires des cellules mammaires épithéliales, acteurs indispensables de la
réponse aux infections intramammaires, comme résumé dans 1’article de Rainard (Rainard et
al., 2018), a été étudi¢ dans plusieurs études et les résultats sont divergents. Aucun effet n’est
mis en évidence dans 1’é¢tude de Bonnefont (Bonnefont et al., 2012), dans laquelle des cellules
épithéliales, isolées de glandes mammaires de brebis issues des deux lignées divergentes
décrites par Rupp, ont été exposées in vitro a 1’agent pathogéne majeur Staphylococcus aureus.
En revanche dans I’étude de Brand (Brand et al., 2011), les cellules épithéliales isolées de
glandes mammaires de vaches résistantes (sélectionnées sur le critere CCS) sont clairement
plus réactives a la stimulation par Escherichia coli ou Staphylococcus aureus que celles
provenant de vaches sensibles ; ce résultat est en faveur d’une implication des cellules

épithéliales mammaires dans la résistance aux mammites.

Enfin, des études révelent des différences d’expression de génes impliqués dans les
différentes voies de la réponse immunitaire entre les lignées résistantes et sensibles aux
mammites. L’étude de Toufeer (Toufeer et al., 2011) met en évidence, dans les cellules
dendritiques des animaux résistants aux mammites, une surexpression des genes ido/, gene qui

participe au controle de la réponse inflammatoire par stimulation de la différentiation de
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lymphocytes T, et limitation de la production de cellules NK et d’interférons (Katz et al., 2008;
Liu et al.,, 2010). Les cellules dendritiques des animaux sensibles sont le si¢ge d’une
surexpression des geénes myd88 et ilrap, impliqués dans la cascade de signalisation
intracellulaire IL-1R/MyD88, activée notamment par I’IL-1B. Dans 1’étude de Brand (Brand et
al., 2011), les geénes il1b et il§ sont surexprimés de manicre précoce chez les vaches résistantes,
ce qui pourrait permettre une €limination plus rapide de I’agent pathogene ; chez les animaux
sensibles, 1’expression de ces deux genes est plus tardive et bien moindre. Dans 1’étude de
Bonnefont, le niveau d’expression de ces deux genes ne différe pas d’une lignée a ’autre
(Bonnefont et al., 2011). En revanche, cette étude apporte des éléments en faveur d’une
diapédése et d’une activité phagocytaire des neutrophiles plus intenses chez les animaux
résistants. Globalement les animaux résistants CCS- répondraient a I’infection de maniére plus
précoce et plus intense, et pourraient en outre limiter I’emballement du processus inflammatoire

et la survenue des effets déléteres qui lui sont associés.

En conclusion, la sélection génétique sur le critere CCS, pratique aujourd’hui
incontournable dans la sélection des animaux d’¢levage, engendre au moins a court terme
I’apparition d’animaux plus résistants aux mammites. Le support génétique expliquant une
partie de la variabilité de la résistance a I’infection mammaire a été étudié par Rupp, dans une
étude plus récente (Rupp et al., 2015), et I’identification d’un nouveau gene participant a la

résistance aux mammites est détaillée ci-apres.

(2) Identification d’un variant de Socs2 prédisposant aux
mammites
L’ ¢étude de Rupp (Rupp et al., 2015) a identifié un facteur génétique qui participe au
controle de I’inflammation mammaire chez la brebis apres infection mammaire. Le géne Socs?2
(Suppressor Of Cytokine Signaling 2) est un geéne majeur pour le trait CCS chez la brebis
Lacaune, dont le polymorphisme explique en grande partie la variabilité des phénotypes du trait
CCS. Le séquengage du génome des brebis dans la région d’un QTL détecté sur le chromosome
3 a permis d’identifier une mutation du gene Socs2. Cette mutation ponctuelle p.R96C, a un

effet majeur sur le caractere CCS.
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b) La protéine SOCS-2

La famille SOCS (Suppressor Of Cytokine Signaling) regroupe 8 protéines
intracellulaires — SOCS 1 a 7 et CIS (cytokine-inducible SH2 domain-containing-protein) —
impliquées dans la régulation des signaux cytokiniques, de facteurs de croissance et d’hormones
(Piessevaux et al., 2008). Chacune d’elles est constituée d’un domaine Src homology 2 (SH2)
— permettant la reconnaissance d’un résidu tyrosine phosphorylé — bordé par un domaine N-
terminal variable d’une part et par un domaine C-terminal conservé nommeé SOCS box d’autre

part (Fig. 18) (Piessevaux et al., 2008).

C KR C W cs
W s "I  socst
B sH2 domain [ I  socs:
B socs box (" socss
.| BICbox ( BT ) socs4
B culin box ([ B ] socss
| conserved tyrosine [ SOCS6
( BTN ) socsy

Fig. 18. Structure des protéines de la famille SOCS. (Piessevaux et al., 2008)

c) Réle de SOCS-2 dans la réponse immunitaire innée

(1) Mise en évidence expérimentale

Dans ’étude de Rupp (Rupp et al., 2015) les brebis nées de béliers hétérozygotes C/T"
et homozygotes T/T' respectivement présentent une augmentation significative de la
concentration des cellules somatiques (CCS) du lait comparativement aux brebis nées de peres
homozygotes C/C'.

L’¢tude de Machado (Machado et al., 2006) révele que des souris soumises a une
infection intra-péritonéale par Toxoplasma gondii et chez lesquelles la protéine SOCS-2 est non

fonctionnelle présentent une production de cytokines [chimiokines CCL2 (C-C motif

! C/C:individu ne présentant pas la mutation p.R96C
C/T : individu présentant la mutation p.R96C sur I’'une des deux versions du géne Socs2
T/T : individu présentant la mutation p.R96C sur les deux versions du géne Socs2
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chemokine ligand 2)] pro-inflammatoires incontrdlée » et une infiltration aberrante de
leucocytes, monocytes et neutrophiles, sur le site de 1’infection.

Des cellules dendritiques humaines dans lesquelles I’ARNm codant la protéine SOCS-
2 est dégradé par interférence de I’ARN sécretent une plus grande quantité de cytokines IL1-3
et IL-10 lorsqu’elles sont stimulées par le LPS d’E. coli (Posselt et al., 2011). Cette tendance

n’est pas observée pour les cytokines pro-inflammatoires TNFa et IL-6 (Posselt et al., 2011).
(2) Mécanismes d’action mis en évidence

(a) La voie de signalisation intracellulaire JAK/STAT

Plusieurs voies de signalisation peuvent étre altérées parmi lesquelles la voie
JAK/STAT. La liaison d’une cytokine a son récepteur est la premiere étape de transduction du
signal et permet sa dimérisation. Les molécules JAK associées a la partie intracellulaire du
récepteur sont activées par cette dimérisation. Sous leur forme activée, elles phosphorylent les
résidus tyrosine des molécules STAT qui a leur tour se dimérisent. Les dimeres de STAT
peuvent ainsi exercer leur role de facteur de transcription apres translocation nucléaire (Tizard,

2013).

(b)  SOCS-2 limite I'activation du facteur de
transcription STAT 3
L’augmentation de la sécrétion d’IL-1f et IL-10 par les cellules dendritiques déficientes
en protéines SOCS-2 est la conséquence d’une augmentation transcriptionnelle de ces deux
cytokines, entre 8 et 24 heures suivant la stimulation par le LPS, li¢e a la présence accrue du
facteur de transcription STAT-3 activé (Posselt et al., 2011). La protéine SOCS-2 exerce donc
un rétrocontrole négatif sur la sécrétion des cytokines IL-1f3 et IL-10 débutant quelques heures
apres la stimulation des cellules dendritiques par le LPS bactérien, en limitant I’activation du

facteur de transcription STAT3 par un mécanisme qui reste a préciser.

(c) Compétition avec la molécule STAT pour les
récepteurs cytokiniques
La liaison de SOCS-2 a un récepteur cytokinique met en jeu l’interaction entre le
domaine SH2 de SOCS-2 et un résidu tyrosine phosphorylé présent sur la partie intracellulaire
de certains récepteurs cytokiniques. Cette liaison empéche par un simple mécanisme de

compétition la fixation de la protéine STAT sur le méme résidu phosphorylé. Or, la liaison de
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STAT a un récepteur de cytokines couplé au systeme JAK/STAT est une étape nécessaire a la
transduction du signal cytokinique. Comme illustré sur la Fig. 19 (partie gauche de la figure) la
fixation de STAT au récepteur cytokinique permet la formation d’un dimere de protéines
STAT, lequel agit comme facteur de transcription de genes cibles. SOCS-2 bloque ainsi la
transduction du signal cytokinique faisant intervenir le systtme JAK/STAT (Fujimoto and
Naka, 2003; Piessevaux et al., 2008; Rupp et al., 2015). La protéine SOCS-2 fonctionnelle
participe au rétrocontrdle négatif de la synthése de cytokines, notamment IL-6 (Table 2 de

(Fujimoto and Naka, 2003))

(d) Dégradation protéasomale des protéines
impliquées dans le systeme JAK/STAT

Dotée d’une boite SOCS, la protéine SOCS-2 permet I’ubiquitinylation des protéines
du systeme JAK/STAT avant dégradation par le protéasome, ayant ainsi un effet inhibiteur sur

la voie de signalisation intracellulaire JAK/STAT (Piessevaux et al., 2008) (Fig. 19).
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Fig. 19. Mécanismes d’action des protéines de la famille SOCS : 1, Les protéines SOCS 1
et 3 sont dotées d’un domaine KIR lequel inhibe ’activité de la kinase JAK ; 2, SOCS-2 agit
par compétition avec STAT pour les récepteurs des cytokines couplés a la voie de
transduction JAK/STAT ; 3, Dégradation par les protéasomes des substrats impliqués dans
la voie de transduction JAK/STAT faisant intervenir la SOCS box. (Piessevaux et al., 2008).
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Chapitre Il

Etude expérimentale
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Introduction

Deux groupes de brebis, désignées CCS+ et CCS-, ont été produits par sélection
divergente, au domaine expérimental INRA de La Fage (UE 321, Roquefort, France). Pour cela
des brebis de phénotypes CCS connus, ont ét€¢ inséminées avec des béliers dont les index CCS
étaient extrémes (favorables, c’est-a-dire fortement positifs ou défavorables, donc négatifs par
rapport a la population de référence). La caractérisation initiale des animaux issus de cette
sélection, a travers les résultats de nombreuses ¢tudes (Rupp et al., 2009; Toufeer et al., 2011;
Bonnefont et al., 2011, 2012), suggére que la réponse immunitaire a 1’infection intramammaire
differe entre les deux lignées divergentes. Cette étude (Rupp et al., 2009) a été la premicre a
mettre en évidence, une meilleure résistance des brebis CCS-, qui présentent, en comparaison
avec les brebis CCS+, moins de mammites cliniques, moins d’abces parenchymaux mammaires
génétiques, par analyse du transcriptome notamment, pouvant expliquer une partie de la
variabilité de la réponse immunitaire observée a déja dévoilé I’implication probable de quelques
genes d’intérét immunitaire, parmi lesquels il1b, il8, idol, ilrap et mydS88 (Bonnefont et al.,
2011, 2012). Plus récemment, au cours d’une analyse génétique d’association menée par Rupp
(Rupp et al., 2015) un QTL pour le trait CCS a été identifié¢ sur le chromosome OAR3 de la
brebis Lacaune. Le séquencage plus fin du QTL a conduit a la découverte d’une mutation non
synonyme dans le geéne Socs2. Cette mutation, nommée p.R96C, est a ’origine d’une
modification de la séquence d’acides aminés (sur le résidu 96, ’arginine est remplacée par une
cystéine) de la protéine SOCS-2. Les conséquences fonctionnelles de cette mutation ont été
analysées et ont permis de montrer que la mutation a pour conséquence une inactivation
fonctionnelle de la protéine par perte de 1’affinité de liaison a ses ligands dans la région SH2.
Cette mutation, localisée dans le domaine SH2 qui constitue un site de liaison a de nombreux
ligands, rend notamment impossible la liaison de SOCS-2 aux résidus phosphorylés du
récepteur de 1’hormone de croissance (Rupp et al., 2015). La protéine SOCS-2 est impliquée
dans la régulation de nombreux signaux cellulaires et en particulier ceux mettant en jeu les

cytokines inflammatoires.

A la lumicre des résultats de toutes ces études, on peut poser comme hypothése que la
réponse inflammatoire a I’infection intra-utérine différe entre les deux lignées CCS et qu’elle
est meilleure chez les brebis CCS-. Les geénes de résistance aux infections utérines étant pour

I’heure inconnus et afin de tester I’hypothése selon laquelle le géne Socs2 participe a la
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variabilité de la réponse immunitaire lors d’infection utérine, en particulier de I’endometre dans
notre étude, il nous a paru nécessaire de connaitre au préalable le génotype de chacun des
animaux des deux lignées pour connaitre la forme du gene Socs2 portée par les brebis.

Plus concrétement, I’objectif de cette étude est d’étudier la réponse clinique, 1ésionnelle et
physiopathologique a une endométrite expérimentale, de brebis dont la prédisposition
génétique aux mammites est significativement différente aprés sélection génétique, en
comparant des brebis CCS+ porteuses de la mutation p.R96C (la mutation est plus fréquente
dans cette catégorie d’animaux) et des brebis CCS- porteuses de la forme sauvage du gene
Socs2,

Pour cela, des brebis issues des deux lignées divergentes et préalablement génotypées
ont été inoculées par voie laparoscopique avec 1’agent Escherichia coli, injecté dans la lumicre
de la jonction utéro-tubaire. Afin d’évaluer la réponse dans un contexte proche de celui du
postpartum immédiat, dans la mesure ou les études sont nombreuses a démontrer une influence
du statut hormonal et métabolique sur la réponse immunitaire, une restriction énergétique, afin
provoquer une cétose subclinique, ainsi que 1’administration d’un progestagene pendant
quelques jours avant I’inoculation et de PGF2a deux jours avant 1’inoculation (pour lyser le
corps jaune) ont été effectuées. Au regard des données accumulées sur la biologie des cellules
impliquées dans la réponse aux infections intra-utérines, endométriales en particulier (Cronin
et al., 2012), la réponse a été évaluée 24 heures apres 1’inoculation. L’analyse 1ésionnelle et
physiopathologique a consisté a observer les modifications macroscopiques de 1’utérus et des
ovaires — a savoir le poids de I’organe, le volume de liquide intra-utérin collecté, la présence de
corps jaunes et leur statut — puis a mesurer le titre bactériologique et la concentration des
différentes populations de cellules présentes dans le lavage de la lumiére des deux cornes. La
présence éventuelle d’une réponse systémique a 1’infection expérimentale a été recherchée a
partir d’un suivi clinique succin et de 1’analyse des parameétres sanguins, en particulier des
leucocytes et des différentes sous-populations.

Dans notre étude, certains résultats significatifs, concernant notamment la capacité
précoce a limiter I’infection, apportent des informations nouvelles sur la variabilité¢ de la
réponse immunitaire lors d’infection intra-utérine entre les brebis des lignées issues de la

sélection divergente sur le critére CCS.
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1. Matériels et méthodes

A. Approbation éthique

L’¢étude a été autorisé par le Ministere de la Recherche sous le numéro APAFIS APAFIS#5026-
201604181223851. Le projet précité a été évalué par le Comité d'éthique en expérimentation
animale N° 115 et a recu un avis favorable. Les essais ont été réalisés conformément a la
directive européenne 2010/63/UE et en réduisant autant que possible la souffrance des animaux

au cours de 1’essai.

B. Animaux

L’ ¢étude a été conduite sur 24 brebis de race Lacaune, multipares, non gravides. Les
brebis sont issues des lignées de la sélection divergente sur le critere CCS de 1’Unité
Expérimentale INRA La Fage. En outre les alleles du gene Socs? ont été préalablement
déterminés par génotypage (Rupp, 2015). Les brebis étaient indemnes des maladies
réglementées en France et indemnes d’infection par le virus border (BDV).

Les groupes expérimentaux « CCS+ inoc », « CCS- inoc » et « controle » comptaient
respectivement dix brebis de la ligne CCS+ et de génotype (C/T), dix brebis de la lignée CCS-
et de génotype (C/C), quatre brebis de la lignée CCS- et de génotype (C/C). Le génotype (C/T)
indique la présence de la mutation p.R96C sur un des deux alle¢les du gene Socs2, laquelle
mutation est absente chez les brebis de génotype (C/C). La connaissance de la séquence du gene
Socs?2 est un critere d’inclusion. Ce choix a été réalisé en raison de la forte association entre la

lignée CCS+ et le génotype Socs2 muté.

C. Conditions d’hébergement et alimentation

Les brebis ont été hébergées dans des parcs en bergerie depuis leur réception jusqu’au
jour de I’inoculation, alimentées avec du foin distribué a volonté de maniere biquotidienne. Le
paillage des parcs était réalisé quotidiennement. Aucun curetage n’a été réalis€¢ compte tenu de

la faible durée de I’essai expérimental.
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D. Synchronisation des cycles sexuels et phase progestéronique

Mise en place des implants de norgestomet

Afin de recréer un contexte proche de celui de la fin de gestation puis du début de la
lactation et le statut ovarien de chaque brebis (présence ou non de corps jaunes) ne pouvant pas
étre connu a priori, I’administration par implant sous-cutané d’un progestagene, le norgestomet,
pendant les 6 jours précédant 1’inoculation, puis I’induction de la lutéolyse du ou des corps
jaune(s) éventuellement présent(s) deux jours avant 1’inoculation par administration d’un
analogue de PGF2a ont été effectuées.

Ainsi, plus précisément un implant de norgestomet (CRESTAR ® PACK, 3,30 mg de
norgestomet dans un implant de 275 mg) a ét€¢ mis en place dans I’encolure gauche en position
sous-cutanée chez toutes les brebis des trois groupes expérimentaux six jours avant
I’inoculation, sans administration de buséréline. L’implant de norgestomet est maintenu en
place pendant tout ’essai et jusqu’a 1’euthanasie des brebis ; sa présence a été¢ vérifiée au

moment de 1’examen nécropsique réalisé pour le prélévement de 1’utérus.

Induction de la lutéolyse par injection de prostaglandines F2 alpha (PGF2a)

Afin de produire la lyse d’éventuels corps jaunes présents deux jours avant I’inoculation,
une injection de PGF2a a été réalisée chez toutes les brebis. Les brebis ont été traitées avec
ENZAPROST ® (dinoprost 5 mg/mL) 48 heures avant I’inoculation a la posologie suivante : 7

mg/brebis soit 1,4 mL par voie intramusculaire.

E. Conditions d’hébergement préopératoires

Les brebis ont été transférées 24 h avant I’inoculation dans des box dont la litiere était
composée de sciure afin de permettre une diéte hydrique complete. Une diete hydrique pré-
opératoire a été pratiquée de 24 h a 12 h avant I’inoculation. Enfin, I’acces a I’eau a été retiré
12 h avant I’inoculation. Outre la mise en place de I’implant de norgestomet, la restriction
énergétique menée avant I’inoculation d’E. coli a ét€¢ motivée par la volonté de provoquer chez
les brebis une cétose subclinique, affection métabolique caractéristique du postpartum. Par
ailleurs le jeune permettait de réduire le volume ruminal au moment de I’intervention

chirurgicale.
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F. Préparation et conservation de I'inoculum

La souche MS499 d’Escherichia coli aimablement fournie par le professeur I. Sheldon
a ¢té utilisée pour I’inoculation. Apres titration, le titre de I'inoculum a été¢ déterminé afin
d’administrer une quantité d’environ 10°3 UFC/brebis.
La mesure de la concentration de I’inoculum a été réalisée a posteriori afin de vérifier que la

dose recherchée avait effectivement été administrée.

G. Inoculation intra-utérine par voie ccelioscopique

Un volume de 5 mL d’inoculum (dosé a 100 UFC/mL) a été injecté dans la lumiére de
chacune des deux cornes utérines, soit 10 mL au total par brebis. L’extrémité du capillaire
utilisé pour I’inoculation a ét¢ insérée dans la lumiere de la jonction utéro-tubaire préalablement
ponctionnée par un trocart ayant le diametre du capillaire. L extériorisation de la jonction utéro-
tubaire hors de la cavité¢ abdominale, afin de faciliter I’inoculation, a été guidée par ceelioscopie.
L’opération a ét¢ menée sous anesthésie générale selon le protocole anesthésique suivant :
induction avec diazépam 0,11 mg/kg IV (Valium ®) et kétamine 4,4 mg/kg IV (Anaestamine
®) puis maintien de ’anesthésie avec de I’isoflurane. Les heures d’induction de 1’anesthésie et
d’inoculation ont été enregistrées.

Le groupe témoin a recu une injection intra-utérine de NaCl dans les mémes conditions

de réalisation que les brebis inoculées.

H. Suivi clinique

La fiche de suivi clinique utilisée pendant I’essai expérimental est présentée en Annexe
3. Fiche de suivi clinique. Le suivi clinique a consisté en la réalisation d’examens cliniques
avant I’induction de I’anesthésie (temps noté t,) et 24h aprés I’inoculation avant euthanasie
(temps noté tyap).
Les fréquences cardiaque et respiratoire ont été relevées au cours de ces examens cliniques. La
température du rumen a été enregistrée en continu a 1’aide d’un capteur de température
San’Phone intégré dans un bolus ruminal ThermoBolus®, commercialisé par la société

MEDRIA.
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l. Données paracliniques

1. Prises de sang

Quatre échantillons de sang veineux ont été collectés sur chaque brebis a ty et a tr4n dans
les tubes a prélevement de sang sous vide suivants : un tube sec, un tube EDTA de contenance
10 mL, un tube EDTA de contenance 5 mL et un tube hépariné. Les prises de sang ont été
réalisées a la veine jugulaire. Les tubes EDTA de 10 mL et tubes héparine ont été conservés

dans un bac de glace, les tubes EDTA de 5 mL et tubes secs I’étant a température ambiante.

2. Hémogramme

Un hémogramme a été réalisé pour chaque brebis a tg et tosn. Les parameétres suivants de
I’hémogramme ont été€ retenus pour interprétation : la concentration des plaquettes exprimée en
10%/uL et les concentrations en leucocytes, neutrophiles, lymphocytes et monocytes exprimées

en 10°/L.

J. Prélevement et pesée de 'utérus

Chacune des brebis a €t¢ euthanasiée 24h suivant 1’inoculation, par I’administration de
10 mL de T61 ® (embutramide 200 mg/mL, mébézonium sous forme de diiodure 26,92 mg/mL)
suivie d’une exsanguination par section des arteres carotides. Pour chaque brebis, I’ensemble
utérus et ovaires a €té extrait, puis pes¢ de maniére standardisée. L’observation des ovaires a

permis de préciser la présence ou 1’absence de follicules et de corps jaunes.

K. Analyse bactériologique et cytologique du contenu utérin

Le contenu utérin a fait I’objet d’une analyse bactériologique et d’une numération des
différentes populations de leucocytes présents.
Un volume de 100 pL de contenu utérin est ajouté a 900 uL de tampon PBS (Phosphate-
buffered saline) pour former la solution P dite « pure ». Six dilutions au dixiéme a 1’aide de
PBS ont permis de former les solutions diluées de 10™ & 10 a partir de la solution P. La culture
bactériologique sur boite de Pétri a 37°C pendant 24 heures de 100 pL. de chacune des sept

solutions préparées (P a 10®) a permis le dénombrement des colonies bactériennes.
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Le dénombrement des leucocytes, neutrophiles, lymphocytes et monocytes présents dans le
contenu utérin a été réalisé par cytométrie de flux avec marquage spécifique de chaque sous-

population.

L. Analyse statistique

Les données sont représentées graphiquement par la moyenne et 1’écart-type (SD,
standard deviation). La réalisation des graphiques et la comparaison des groupes, par ANOVA
(analyse de variance) et tests de comparaisons multiples de Tukey ou de Sidak, et test de
Student, ont été réalisées grace au logiciel GraphPad Prism version 7.0b pour Mac OS X
(GraphPad Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com), la valeur de 0.05 étant

retenue comme seuil de significativité.

. Résultats

A. Fréquences cardiaque, respiratoire et température ruminale

Les fréquences cardiaque, respiratoire et ruminales ont été enregistrées avant I’inoculation puis

24h apres (cf. Fig. 20). Aucune différence majeure entre les groupes n’a été observée.
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Fig. 20. Fréquences cardiaque et respiratoire chez les brebis du groupe controle, du groupe
CCS- inoculé et du groupe CCS+ inoculé. Pour chaque groupe expérimental, les données sont
représentées par la moyenne et l’écart-type (SD), et analysées a [’aide d’une ANOVA a deux
facteurs. Le test de comparaisons multiples de Sidak a été utilisé. Le symbole * est apposé
lorsque la moyenne differe significativement pour un groupe expérimental donné, entre t0 et
t24 (p-value < 0,05). Des lettres (a, b, c) indiquent les résultats significatifs (p<0,05)
respectivement entre les groupes controle et CCS-, les groupes controle et CCS+ et les groupes

CCS- et CCS+. (cf. Annexe 4)

77



L’ANOVA a deux facteurs révele ’absence d’interaction entre le facteur groupe et le
facteur temps, 1’absence d’effet groupe, en d’autres termes les moyennes des températures ne
différent pas entre les trois groupes avant ’inoculation et 24 h apres 1’inoculation, et enfin
I’absence d’effet temps, soit 1’inoculation n’a pas provoqué de changement significatif

concernant ces deux parametres cliniques entre t0 et t24, quel que soit le groupe considéré.
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Fig. 21. Températures chez les brebis du groupe controle, du groupe CCS- inoculé et du groupe
CCS+ inoculé. Pour chaque groupe expérimental, les données sont représentées par la
moyenne et [’écart-type (SD), et analysées a [’aide d’une ANOVA a deux facteurs. Le test de
comparaisons multiples de Tukey a été utilisé. Le symbole * est apposé la température moyenne
tous groupes compris est significativement différente entre deux temps post-inoculation (p-
value < 0,05). Des lettres (a, b, c) indiquent les résultats significatifs (p<0,05) respectivement

entre les groupes controle et CCS-, les groupes controle et CCS+ et les groupes CCS- et CCS+.
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Concernant I’étude de la température ruminale (cf. Fig. 21), ’ANOVA révele 1’absence
d’interaction entre le facteur groupe et le facteur temps. Il n’existe pas non plus d’effet groupe,
en d’autres termes les moyennes des températures ne différent pas entre les trois groupes avant
I’inoculation et aprés I’inoculation, quel que soit le temps (8, 16 ou 24h). En revanche il existe
un effet temps : la température moyenne tous groupes compris est significativement plus élevée

a 8h post-inoculation comparée au temps t0. Une différence significative existe entre t8 et t24.
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B. Caractéristiqgues macroscopiques de I'utérus et des ovaires
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Fig. 22. Poids utérin moyen des groupes controle, CCS- et CCS+. Les données sont
représentées par la moyenne et [’écart-type (SD), et analysées a [’aide d’une ANOVA a un
facteur. Le test de comparaisons multiples de Tukey a été utilisé pour comparer le poids utérin
des brebis CCS- inoculées et CCS+ inoculées. Le symbole * est apposé lorsque la moyenne

differe significativement entre deux groupes (p-value < 0,05) (cf. Annexe 5).

Caroncule uterifie

Fig. 23. Aspect macroscopique de [’endometre utérin d’une brebis apres section longitudinale

de l'utérus, 24 heures apres l’inoculation intra-utérine d 'Escherichia coli.
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Les résultats concernant I’aspect macroscopique de I’utérus sont les suivants.

L’utérus des brebis du groupe CCS+ inoculé pese en moyenne 54,53 grammes de plus
que celui des brebis du groupe controle (ANOVA a un facteur et test de comparaisons multiples
de Tukey, p < 0,05 ; cf. Fig. 22 ci-contre). Aucune différence significative du poids utérin entre

les groupes CCS+ inoculés et CCS- inoculés n’est observée.

L’aspect macroscopique de I’endometre utérin 24 heures apres I’inoculation apparait
sur la Fig. 23. On y apercoit de nombreuses caroncules utérines. Les observations faites durant
I’autopsie et le prélevement des utérus sont notamment (cf. Annexe 6) : hémorragie interne,
utérus chaud, nécrose de I’oviducte. Aussi, un certain nombre de brebis présentent, lors de
I’inspection des ovaires, des corps jaunes qui semblent, pour la plupart, inactifs (lutéolyse et

1ésion cicatricielle).
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C. Données d’hémogramme

Les numérations leucocytaires totale et différentielle du sang ont été mesurées a deux temps :

avant et apres 1’inoculation. Des variations du nombre de leucocytes totaux et des neutrophiles

sont observées (cf. Fig. 24).
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Fig. 24. Concentrations sanguines de leucocytes, neutrophiles, monocytes et lymphocytes chez
les brebis du groupe controle, du groupe CCS- inoculé et du groupe CCS+ inoculé, a t0 puis
124, exprimées en 10°/L. Pour chaque groupe expérimental, les données sont représentées par
la moyenne et l’écart-type (SD), et analysées a l’aide d’une ANOVA a deux facteurs. Le test de
comparaisons multiples de Sidak a été utilisé. Le symbole * est apposé lorsque la moyenne
differe significativement entre t0 et t24 pour un groupe expérimental donné (p-value < 0,05).
Des lettres (a, b, c) indiquent les résultats significatifs (p<0,05) respectivement entre les

groupes controle et CCS-, les groupes controle et CCS+ et les groupes CCS- et CCS+. (cf.
Annexe 7)
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L’ANOVA a deux facteurs ne révele aucune interaction entre le facteur temps et le facteur

groupe.

La réponse systémique a I’infection intra-utérine par E. coli est caractérisée par une
augmentation significative de la concentration sanguine de leucocytes et neutrophiles au cours
des 24 heures suivant I’inoculation avec E. coli, chez les groupes CCS- et CCS+ (ANOVA a
deux facteurs, p-value < 0.05). Aucun changement significatif n’est advenu entre t0 et t24 dans
le groupe contréle. Concernant les concentrations sanguines de monocytes et lymphocytes,
aucune évolution significative n’est observée entre t0 et t24, quel que soit le groupe

expérimental considéré (cf. Fig. 24).

Enfin, les concentrations sanguines des leucocytes totaux et des différentes sous-
populations sanguines (neutrophiles, lymphocytes et monocytes) ne différent pas
significativement entre les trois groupes avant I’inoculation. Il en est de méme vingt-quatre

heures apres 1’inoculation.

84



600~

—o— contrdle

’4; & CCS-inoc
‘é 400+ —4— CCS+inoc
]

£

Q

2 2004

S

[a )

0 T T

Temps post inoculation (heures)

Fig. 25. Concentration sanguine de plaquettes chez les brebis du groupe contréle, du groupe
CCS- inoculé et du groupe CCS+ inoculé a t0 puis t24 exprimée en 10°/ul. Les données sont
représentées par la moyenne et l’écart-type (SD), et analysées a [’aide d’une ANOVA a deux
facteurs. Le test de comparaisons multiples de Sidak a été utilisé. Le symbole * est apposé
lorsque la moyenne differe significativement entre t0 et t24, pour un groupe expérimental donné
(p-value < 0,05). Des lettres (a, b, c) indiquent les résultats significatifs (p<0,05)

respectivement entre les groupes controle et CCS-, les groupes controle et CCS+ et les groupes

CCS- et CCS+. (cf. Annexe 8)
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L’ANOVA ne révele aucune interaction entre le facteur temps et le facteur groupe.
Il n’existe aucune évolution significative de la concentration de plaquettes entre t0 et

t24, quel que soit le groupe et il n’existe aucune différence significative entre les groupes

expérimentaux, a t0 et a t24 (cf. Fig. 25).
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D. Analyse bactériologique du contenu utérin
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Fig. 26. Concentration bactérienne moyenne du contenu utérin des animaux des groupes CCS-
inoculés et CCS+ inoculés en Log;g) UFC /mL. Les données sont représentées par la moyenne
et [’écart-type (SD pour standard deviation), et analysées a [’aide d’un test de Student non-
apparié. Le symbole * est apposé lorsque la moyenne differe significativement entre deux

groupes (p-value < 0,05). (cf. Annexe 9)
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Le dénombrement de E. coli par la technique culturale a partir du liquide utérin, collecté
apres vingt-quatre heures a permis de montrer I’absence de croissance bactérienne dans le
groupe controle. A D’inverse pour les groupes CCS- inoculé et CCS+ inoculés des
concentrations variables de la bactérie E. coli ont ét¢ mesurées pour le groupe controle (cf. Fig.

26 ci-contre).

La comparaison des valeurs entre les deux groupes inoculés montre que la concentration
bactérienne est significativement plus faible dans la lumiere utérine des brebis CCS+ comparée
a celle des brebis CCS-. La différence est de 1,376 £+ 0,5962 Log;o UFC / mL (cf. Annexe 9)
(two-sample t (df=18) = 2,3, one-tailed p-value = 0,0165).
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E. Analyse cytologique du contenu utérin
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Fig. 27. Concentration des différents types de leucocytes dans le lavage utérin 24 heures apres
I’inoculation intra-utérine d’E. coli, avec cellules totales (A), neutrophiles (B), lymphocytes et
autres (C), monocytes (D), exprimée en Log;y / mL. Les données sont représentées par la
moyenne et [’écart-type (SD), et analysées a l’aide d’'une ANOVA a un facteur. Le test de
comparaisons multiples de Tukey a été utilisé pour comparer les concentrations des différentes
populations de cellules du lavage utérin entre les groupes. Le symbole * est apposé lorsque la

moyenne differe significativement entre deux groupes (p-value < 0,05). (cf. Annexe 10)
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L’analyse cytologique du contenu utérin comme indicateur de la réponse locale a donné

les résultats suivants.

Quelle que soit la population de leucocytes prise en compte, le nombre de cellules
recueillis lors du lavage utérin des groupes inoculés et groupe témoin différe (ANOVA a un
facteur et test de comparaisons multiples de Tukey, p-values <0.05 ; Fig. 27) : la lumiére utérine
des brebis inoculées avec E. coli contient significativement plus de leucocytes totaux, de
granulocytes neutrophiles, de lymphocytes et de monocytes que celle des brebis injectées avec
la solution de NaCl 0,9%. Ainsi, I’inoculation d’E. coli est a I’origine d’une réponse locale,
caractérisée par un recrutement massif de cellules, en particulier de neutrophiles et de

monocytes, sur le site de I’infection.

La lumiere utérine des brebis CCS+ inoculées contient en moyenne plus de leucocytes,
neutrophiles, lymphocytes et monocytes que celle des brebis CCS- inoculées, mais cette
différence n’est pas significative (ANOVA a un facteur et test de comparaisons multiples de

Tukey, p-values respectivement de 0.14, 0.14, 0.19 et 0.46 ; cf. Fig. 27).
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IV. Discussion

L’objectif de I’étude qui était de comparer la réponse endométriale entre des brebis dont
la prédisposition aux mammites d’origine génétique est significativement différente a été
atteint. Nous avons observé des différences dont il convient d’examiner la signification et la

portée, avant d’envisager des études complémentaires.

A. Analyse critique du modele expérimental utilisé

1. Criteres d’inclusion et d’exclusion

L’ age des brebis utilisées ¢€tait variable, les plus jeunes ayant approximativement 1 an
et les plus agées 6 ans au moment de I’essai. A notre connaissance, 1’effet de I’age en soi sur le
risque d’endométrite chez la vache ou la brebis n’a pas ét¢ déterminé. Cependant, de
nombreuses ¢tudes ont montré que le vieillissement constitue 'une des causes de
dysfonctionnement du systéme immunitaire inné chez I’homme, la souris (Shaw et al., 2013).
Chez la vache, il a ét¢ montré que la sévérité des mammites par exemple s’accroit avec 1’age
faisant suspecter de moins bonnes capacités de réponse immunitaire chez les vaches les plus
agées. Pour ne citer que quelques exemples, la chimiotaxie des neutrophiles est réduite chez la
souris agée, de méme que la production de cytokines par les macrophages ou encore
I’expression des récepteurs TLR. Des différences d’4dge entre animaux peuvent donc créer une
plus grande variabilité expérimentale a I’origine d’une diminution de la puissance statistique,
comme nous le verrons plus loin. Cependant, nous avons pris la précaution d’apparier les deux
groupes inoculés en fonction de 1’age, si bien que 1’age moyen et la distribution étaient

identiques entre les deux groupes.

2. Comparaison des animaux des deux lignées avant I'inoculation

Pour toutes les variables pour lesquelles cela était possible, des mesures ont été
effectuées avant I’inoculation pour exclure un biais pré-inoculation. La comparaison des
données a 1I’aide d’'une ANOVA a permis de s’assurer de I’absence de différences préalables a
I’infection utérine expérimentale entre les deux groupes. Cependant cette démarche n’a pas pu
étre réalisée pour toutes les variables qui ne peuvent étre acquises qu’apres I’euthanasie, telles
que le poids utérin, la présence d’une inflammation utérine latente ou celle de bactéries
présentes dans la lumiere ou I’endometre. Il était difficile d’analyser I’état inflammatoire de

I’endomeétre avant inoculation, et la présence éventuelle d’une infection a cause de

91



I’impossibilité a franchir un col pour la réalisation d’un prélevement. Cependant I’intervalle de
temps depuis la derniére mise-bas étant long et bien supérieur a 6 mois ; la probabilité d’une
infection pré-existant I’infection est faible. Par ailleurs, aucun germe autre que celui inoculé
n’a été détecté lors de la culture bactériologique du liquide recueilli apres lavage utérin dans le

groupe témoin.

3. Comparaison et analyse statistique de groupes a faible effectif

L’interprétation des résultats obtenus apres 1’analyse statistique a 1’aide d’une ANOVA
nécessite la vérification des trois hypothéses suivantes, listées par ordre décroissant
d’importance : I’hypotheése fondamentale d’homoscédasticité (variance des erreurs constante),
I’indépendance des valeurs et enfin I’hypothése de normalité des erreurs (95% des résidus
appartiennent a I’intervalle [-1,96, 1,96]. Ainsi pour chaque variable du modgele, les hypothéeses
d’homoscédasticité et de normalité sont vérifiées par 1’observation du graphe des résidus. La
transformation des données par la fonction logarithme a permis pour certaines variables
d’obtenir une distribution homogene des résidus et donc de wvalider I’hypothése

d’homoscédasticité (cf. Fig. 28). Les données sont considérées indépendantes.
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Fig. 28. Graphe des résidus de la variable ‘Concentration en cellules totales dans le lavage

uterin’ (A) et graphe des résidus de la méme variable transformée par la fonction logarithme

(B).

La variable ‘Concentration de monocytes dans le contenu utérin’ est la seule variable
étudiée pour laquelle la transformation des données par le logarithme n’a pas permis de valider

I’hypothése d’homoscédasticité (cf. Fig. 29).
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Fig. 29. Graphe des résidus pour la variable ‘Concentration de monocytes dans le contenu
uterin’ transformée par la fonction logarithme. La distribution des résidus n’est pas homogene.
En revanche I’hypothese de normalité est vérifice : au moins 95% des valeurs appartiennent a
Uintervalle [-2 ; 2], une seule valeur n’appartenant pas a cet intervalle (pointée par la fleche

rouge).

La figure suivante (cf. Fig. 30) montre ’aspect du graphe des résidus lorsque
I’hypothese d’homoscédasticité est vérifiée : la distribution des résidus est homogene d’un

groupe a ’autre.
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Fig. 30. Graphe des résidus pour la variable ‘Concentration sanguine de lymphocytes a t0)’
non transformée. La distribution des résidus est homogene d’un groupe a l’autre. De plus
[’hypothese de normalité des erreurs est vérifiée : une seule valeur (pointée par la fleche rouge)

n’appartient pas a lintervalle [-2.10° ; 2.10°] et 95% des valeurs appartiennent a cet intervalle.
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Les moyennes des poids utérins et de la concentration de cellules dans le lavage utérin — quel
que soit le type cellulaire — des groupes CCS+ (n=10) et CCS- (n=10), comparées par analyse
de la variance et un test post-hoc de Tukey, ne différent pas significativement (valeur de p
ajustée = 0,14). L hypothese nulle Ho, qui consiste en I’égalité des moyennes des deux groupes
CCS+ et CCS-, est acceptée avec un risque 3 (= risque de I’accepter a tort). Ce risque B est
¢éleve lorsque la différence entre les moyennes et/ou la taille des effectifs est/sont faibles et/ou
la variance est élevée. On accepte Ho possiblement par manque de puissance — la puissance
exprimant la probabilité de détecter une différence lorsqu’elle existe réellement — ce manque
de puissance étant dii possiblement a la faible taille des effectifs et/ou une variance trop élevée

selon les cas (cf. Fig. 31 et Fig. 32).
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Fig. 31. L’absence de différence significative entre le groupe CCS+ inoculé et le groupe CCS-
inoculé concernant la concentration des neutrophiles (transformée en Logl0) dans le lavage
uterin est possiblement due a un manque de puissance, lequel est plus probablement lié¢ a la

faible taille des effectifs (la variance associée aux deux groupes n’étant pas élevée).
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Fig. 32. L’absence de différence significative entre le groupe CCS+ inoculé et le groupe CCS-
inoculé concernant le poids utérin est possiblement due a un manque de puissance, lequel est

probablement la conséquence d’une faible taille des effectifs et/ou une variance trop élevée.

4, Taille de I'effectif du groupe témoin

L’objectif d’un modele expérimental est d’extrapoler, par analyse statistique, les
résultats obtenus dans un échantillon de la population a la population entiere. Or I’extrapolation
des résultats du groupe témoin est discutable vu Deffectif de ce groupe (4 brebis). Les
échantillons prélevés dans ce groupe servaient de référence pour évaluer ’effet de 1’infection,
méme si cette question ne faisait pas directement partie de 1’objectif de 1’étude. Les variables
mesurées dans ce groupe permettaient de vérifier que celles dont il était prévisible qu’elles

soient affectées par I’inoculation, 1’étaient effectivement.

B. Résultats principaux et perspectives

Dans la présente étude, alors que les concentrations des différentes sous-populations de
leucocytes n’étaient pas significativement différentes entre les deux lignées 24 heures apres
I’inoculation intra-utérine d’E. coli, les titres bactériologiques €taient plus faibles dans la lignée

sensible que dans la lignée résistante.
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A notre connaissance, cette étude est la premiere a rechercher I’effet de la sélection
conduite sur la base du critere CCS sur la réponse a une infection utérine. L’observation, chez
les brebis CCS+, de ’effet défavorable de cette sélection sur la réponse aux infections
intramammaires suivie, quelques années plus tard, de la découverte du géne de sensibilité Socs?2
— qui est un gene impliqué dans la régulation de la signalisation cytokinique, fondamentale dans
la mise en ceuvre de la réponse immunitaire innée — ont conduit a s’interroger sur I’effet d’une

telle sélection sur des organes autres que la glande mammaire, en particulier I’utérus.

Le titre bactériologique, 24 heures apres I’inoculation intra-utérine d’E. coli, plus faible
chez les brebis CCS+ suggére un meilleur contrdle de 1’infection a ce stade dans cette lignée.
Dans une étude évaluant la réponse a une infection intramammaire expérimentale a S. aureus,
Cremonesi ne met en évidence aucune différence significative de la quantité de bactéries entre
les animaux de deux lignées divergentes de chevres CCS+ et CCS-, et ce jusqu’a 30 heures
apres I’épreuve infectieuse (Cremonesi et al., 2012). Au contraire, a concentrations de cellules
somatiques dans le lait similaires, les brebis CCS+ présentent un titre bactériologique plus élevé
que celui des brebis CCS-, 48 heures aprés I’inoculation intramammaire de S. aureus ou S.

epidermis dans 1’é¢tude de Bonnefont (Bonnefont et al., 2011).

Dans notre étude, il n’existe pas de différence significative des concentrations des différentes
sous-populations de leucocytes mesurées a partir du contenu utérin dans les deux lignées. Ce
résultat inattendu suggere que le recrutement des neutrophiles et monocytes sur le site de
I’infection n’est pas différent entre les deux lignées. Ce résultat n’exclut cependant pas
completement une différence de recrutement des cellules dans 1’endometre, méme si cette
différence est peu probable. L’inoculation d’E. coli a provoqué un recrutement marqué des
différents types de cellules, en comparaison avec les résultats de 1’analyse cytologique obtenus
dans le groupe témoin, démontrant que 1’inoculation a ét¢ efficace a provoquer une endométrite.
Si’on fait le parallele avec I’infection mammaire, 1I’étude de Bonnefont dans laquelle 1’épreuve
infectieuse a été¢ réalisée avec des bactéries a Gram positif (S. aureus et S. epidermis), le
recrutement cellulaire n’était pas significativement différent entre les lignées divergentes, de
méme que lors de I’infection expérimentale de cheévres par S. aureus (Cremonesi et al., 2012).
Bien que le critere de sélection utilisé soit la concentration de cellules inflammatoires, une
différence de quantité de cellules n’est donc pas systématiquement observée dans les conditions

expérimentales.
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Dans notre étude les brebis CCS+ sont hétérozygotes pour le géne Socs2, ¢’est-a-dire qu’elles
sont porteuses de la forme mutée et de la forme sauvage du géne (les animaux ayant été choisi
sur la base du résultat de ce génotypage réalisé préalablement a 1’expérience). Or la mutation
p-R96C affecte le domaine SH2 de la protéine SOCS-2 et invalide ses propriétés fonctionnelles.
En effet, ce domaine est un domaine de reconnaissance des ligands et la fonction de SOCS-2
est d’empécher, par un mécanisme de compétition, la fixation de la molécule STAT sur des
récepteurs cytokiniques, limitant ainsi la signalisation cytokinique. Il a ét¢ montré que SOCS-
2 exerce un rétrocontrole négatif sur la synthese de la cytokine IL-6 (Fujimoto and Naka, 2003;
Piessevaux et al., 2008) et régule ¢galement la signalisation TLR/IL-1R. On peut s’attendre par
conséquent a ce que la synthése d’IL-6 chez les brebis CCS+ ne soit pas I’objet d’un
rétrocontrole négatif ou que le rétrocontrole négatif soit moindre chez les brebis de cette lignée.
Or I’IL-6 est impliquée dans le contrdle de I’activité des neutrophiles et des monocytes lors
d’infection. On peut alors formuler I’hypothese que la différence de clairance bactérienne entre
les deux lignées est la conséquence, en partie, d’une variation de la réponse des neutrophiles
et/ou des monocytes entre les deux lignées. En outre suite a une exposition prolongée au LPS
(24h dans I’étude en question), Cronin montre 1’existence d une boucle de rétrocontrole positif
selon laquelle I’IL-6 stimule, par I’intermédiaire du facteur STAT3, la production d’IL-6 et
d’IL-8, majorant alors I’effet de ces deux cytokines sur le recrutement des leucocytes et leur

activation (Cronin et al., 2016).

L’inoculation d’E. coli a provoqué une augmentation de la concentration sanguine des
leucocytes chez les brebis CCS- et une augmentation significative de la concentration sanguine
de neutrophiles chez les brebis CCS+ et CCS-. Cette observation est en faveur d’une réponse
inflammatoire systémique, absente chez les animaux non inoculés, mais qui n’est pas
systématique lors d’endométrite. L’absence de différences concernant les populations de
leucocytes sanguins entre les deux groupes CCS+ et CCS- suggere que la réponse

inflammatoire systémique est similaire dans les deux lignées.

L’analyse d’autres parameétres sanguins (biochimie), tels que 1’haptoglobine et la SAA, dont la
concentration augmente lors d’infection utérine (Williams et al., 2007), pourra étre réalisée
ultérieurement ; elle pourrait apporter des informations supplémentaires sur la réponse
systémique chez les deux lignées, et éventuellement révéler la présence d’une différence de la

réponse inflammatoire.
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L’inoculation a provoqué, tous groupes confondus, une augmentation de la température
ruminale, particulierement de 0 a 8h puis de 8h a 24h (dans les groupes inoculés et témoin),
tandis que les autres paramétres cliniques étudiés n’ont pas €té modifiés de manicre
significative entre 0 et 24h. Cela suggére qu’une réponse inattendue liée a la manipulation
expérimentale, 1’intervention pour 1’injection intra-tubaire nécessitant une anesthésie générale
d’une trentaine de minutes, a probablement été induite, réduisant du méme coup la possibilité
d’établir une différence de réponse associée entre les deux groupes.

La différence de la quantité de bactéries observée entre les deux lignées ne peut pas étre
directement reliée a la quantité¢ de cellules recrutées au moment du prélevement de 'utérus,
mais nous ne pouvons pas exclure que cette photographie a un instant donné est la juste
illustration de phénomeénes plus dynamiques. Ainsi, nous ne pouvons pas exclure que la
réduction du nombre de bactéries soit liée a un recrutement cellulaire de nature différente,
méme si nous n’avons pas pu le mettre en évidence, ou selon une cinétique différente. Par
ailleurs, ce résultat ne préjuge pas des événements plus tardifs, ni de I’issue de I’infection
utérine in fine. L’échantillonnage répété sur de longues périodes de temps de 1’utérus et de son
contenu chez la brebis n’est pas possible, ce qui constitue une limite majeure a la collecte
d’informations sur 1’évolution de I’infection ; il y a peu d’alternatives a 1’euthanasie pour le

prélévement de 1’utérus pour la réalisation d’analyses.

Une autre interprétation du résultat obtenu est possible : le moindre développement bactérien
pourrait traduire une plus grande réactivité des brebis CCS+ des le début de 1’infection (2 un
méme signal puisque I’inoculum était identique dans les deux groupes), et cette plus grande
réactivité pourrait conduire a une inflammation plus intense et plus longue ou difficile a
résoudre et éventuellement plus néfaste pour le tissu qui en est le siege. Des investigations

supplémentaires sont nécessaires pour répondre a cette question.
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V. Conclusion

Dans la présente étude, la réponse précoce a I’infection expérimentale par E. coli a été
¢tudiée chez deux lignées divergentes de brebis sélectionnées sur la base de la concentration de
cellules somatiques dans le lait. Alors que les concentrations des différentes sous-populations
de leucocytes recueillies dans le lavage utérin n’étaient pas significativement différentes, les
titres bactériologiques étaient plus faibles dans la lignée sensible que dans la lignée résistante
aux mammites. Ces résultats suggerent d’une part que la sélection sur le critere CCS a un effet
sur la réponse a I’infection intra-utérine, et d’autre part qu’elle serait plutot favorable chez les
brebis CCS+, si les données obtenues au cours de I’analyse des 24 premicres heures de
I’infection est informative sur I’issue de D’infection aprés plusieurs jours. Ces résultats
témoignent donc d’une différence de réponse immunitaire entre les deux lignées et confortent
I’hypothese selon laquelle les mécanismes sous-jacents de la sélection génétique ne sont pas
strictement spécifiques de la glande mammaire, mais sont partagés par I’ensemble des tissus et
organes.

Une ¢étude complémentaire comme par exemple 1’analyse du transcriptome de 1’endometre
permettra de mieux en appréhender les mécanismes sous-jacents et de révéler les différences

de mécanismes entre les deux lignées génétiques.
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Annexes

Annexe 1. Tableau illustrant la multitude des valeurs de seuils retenus pour définir

I’'endométrite subclinique. Adapté de (de Boer et al., 2014).

Prévalence
- - - 11,1% 35,1% 34% -
Proportion de granulocytes
Em—:ﬂcﬁ—l—om retenue pour 6.7% 6% 4%, 8% 18% 10% 6.5%

définir I’endométrite
subclinique

Critere utilisé pour déterminer

le seuil de granulocytes Gestation &

Gestation a

Gestation a

Gestation a

Gestation a

Gestation a

Gestation a

neutrophiles 90 jpp 120 jpp 120 jpp 150 jpp 132 jpp 132 jpp 300 jpp
Affections utérines exclues Meétrite,
ocm.ow:o::o Non Non Non mbawﬂoqzo mbawﬂoqzo Non
clinique, clinique clinique
rétention des
Taille de I’échantillon
285 1044 1044 221 228 228 168
Jours postpartum lors du
diagnostic 21a47 35 56 28 a41 20433 34a47 21a34
Technique de diagnostic
Cytobrushde  Cytobrushde Cytobrushde Cytobrushde Cytobrushde Cytobrushde  Cytobrush de

I’endométre

I’endomeétre

I’endomeétre

I’endométre

I’endométre

I’endométre

I’endométre

Références
Couto et al.,
2013

Dubuc et al.,
2010

Dubuc et al.,
2010

Barlund et
al., 2008

Kasimanicka
m et al., 2004

Kasimanicka
m et al., 2004

Deguillaume
et al., 2012
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- - - - - 31,1% 27,8% 18,7% 21% 25,9%
9% 7% 8,5% 6,5% 4% 14% 1% 6% 5% 10%
i i Gestation a Gestation a Gestation a Gestation a i i i i
150 jpp 150 jpp 150 jpp 200 jpp
Pyométre, Pyométre, Pyométre,
Non Non adhésions, adhésions, adhésions, - - Non - -
abces abces abces
303 303 445 445 445 407 873 1295 383 779
28 42 21 35 49 28 60 a 145 32a38 202430 40 a 60
Ow\ Ho_ﬁ:mw de Ow\ Ho_ﬁ:mw de Lavage utérin  Lavage utérin  Lavage utérin Ow\ Ho_ﬁ:mw de Technique Ow\ Ho_ﬁ:mw de Cytobrush Lavage utérin
I’endométre I’endométre I’endométre cytotape I’endométre

McDougall.,
2011

McDougall.,
2011

Galvao et al.,
2009

Galvao et al.,
2009

Galviao et al.,
2009

(Lee et al.,
2018)

(Pascottini et
al., 2017)

(Dubuc et
al., 2010b)

(Prunner et
al., 2014)

(Cheong et
al., 2011)

113



Annexe 2. Tableau illustrant les prévalences de I'endométrite clinique selon les études.

Jours

Technique utilisée

Criteres utilisés

pour le diagnostic de pour le diagnostic de

Références postpartum Prévalence I’endométrite I’endométrite
clinique clinique
Scoring du contenu
o vaginal collecté par
S)uzboulcoﬁt) 32438 146%  Metricheck ® (selon OO du ‘f‘;nt;nu
” Iéchelle McDougall vaginal =
et al., 2007)
1 438 0.4 Scoring du contenu
a 470 . .
(Dubuc et Vagl?lal collecté par Score du contenu
al., 2010a) Metricheck ® (selon nal > 3
" 53459 7.7% I’échelle McDougall vaginat =
et al., 2007)
18 3 38 35% Scoripg (liu clcl)nte,nu
(Plontzke et vaginal collecte Score du contenu
al., 2011) manuellement (selon 0 5o 5 o3
» ‘ ) I’échelle Plontzke et ginat &
32a52 18% al.,2011)
(Ribeiro et 25431 15% Sco'ring du contenu Score Qu contenu
al., 2013) vaginal collecté par vaginal > 2
Metricheck ® (selon
(Machado et . . I’échelle McDougall Score du contenu
al., 2015) 27433 14.1% et al., 2007) vaginal > 3
Ecoulement utérin
20333 Scoring du contenu plllrglent ou'd’Ofieur
(LeBlanc et vaginal et/ou mesure fétide ou diametre
al., 2002) 16,9% du diamétre cervical cervical > 7,5 cm
\ par palpation Ecoulement utérin
26 233 transrectale
mucopurulent
Scoring du contenu Score du contenu
21 31% . , .
- vaginal collecté vaginal 3
(Williams et
al., 2005) manuellement (selon Score d ten
» 28 17% I’échelle Williams et core cu content

al., 2005)
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Endométrite chez des brebis sélectionnées pour la résistance aux mammites (lignées CCS): modéle expérimental et caractérisation de la réponse

Numéro de brebis :
Heure inoculation :

SUIVI CLINIQUE

140218 Lignée : CCS+  Groupe inoculé

Nom de I'opérateur :

Mercredi 20 Avril 2016

Jeudi 21 Avril 2016

ﬁu—m._:Onc_mﬁ_o: =

tan post-inoculation =

tsn post-inoculation =

t12h post-inoculation =

124h post-inoculation =

Température ruminale
()

Fréquence cardiaque
(bpm)

Fréquence respiratoire
(mpm)

Fréquence ruminale
(nombre de
contractions/5min)

Autres
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Annexe 3. Fiche de suivi clinique.

DONNEES PARACLINIQUES

Mesure de la concentration sanguine en betahydroxybutyrate avant inoculation : mmol/L
Prise de sang (tube hépariné, tube sec, tube EDTA) : to O tizhpi O taanpi O




Annexe 4. Moyennes et écarts-types (SD) pour les variables « Fréquence cardiaque a
t0 », « Fréquence cardiaque a t24 », « Fréquence respiratoire a t0 » et « Fréquence

respiratoire a t24 ».

Contréle CCs- CCS+
Variable Moggnne Mogzgnne Mogzgnne
(n) (n) (n)
90 80.89 76.2
Fréquence cardiaque t0 en bpm 16.49 21.98 18.1
“ (€] (10)
Fréquence c;zrdiaque t24 en 21,5932 822 i8 174%783
o ©) (10) (10)
Fréquence respiratoire t0 en 33 29.78 28
mpm 6 5.333 7.303
“) 9 (10)
Fréquence respiratoire t24 en 36 3244 31.4
mpm 5.657 12.28 11.7
“4) (€] (10)

Légende. SD : standard deviation ; n : nombre de brebis ; bpm :

par minute.
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Annexe 5. Moyennes et écarts-types (SD) pour la variable ‘Poids utérin’.

Controle CCS-

CCS+
. Moyenne Moyenne Moyenne

Variable D D D

(n) (n) (n)
79.57 118 134.1
Poids utérin (grammes) 45.86 22.4 32.23

(3) (10) (10)

Légende. SD : standard deviation ; n : nombre de brebis
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Annexe 6. Observations faites lors du prélevement de l'utérus et des ovaires chez

certaines brebis.

Numeéro .<o.__:=.a de Nombre de corps jaunes Polds
liquide intra- tatut utérus Remarques
d’identification . (statut)
utérin (mL) . ) . (grammes)
Ovaire gauche Ovaire droit
130305 28 - - 164,10
130393 22,5 1 (lutéolysé) 1 (lutéolysé) 137,85
120332 25 2 (résiduels) - 146,35
100473 20 1 (lutéolysé) 1 (lutéolysé) 125,06
Abces caséeux en région
100489 22 1 (régressé) - 150,92 préscapulaire gauche et abcés dans
le nceud lymphatique préscapulaire
130403 22,5 - 1 (actif ?) 133,25
130022 22,5 2 (lutéolysés) - 119,64 Oviducte droit nécrotique
120003 25 - 2 111,36
120140 20 Lot i 18224  Utérus « chaud »
dégénére)
120397 20 - - 129,31 Hémorragie interne
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Annexe 7. Moyennes et écarts-types pour les variables « Concentration de leucocytes a
t0 », « Concentration de leucocytes a t24 », « Concentration de neutrophiles a t0 »,
« Concentration de neutrophiles a t24 », « Concentration de monocytes a t0 »,
« Concentration de monocytes a t24 », « Concentration de lymphocytes a t0 » et
« Concentration de lymphocytes a t24 ».

Controle CCS- CCS+
Moyenne Moyenne Moyenne
Variable Y Y Y
SD SD SD
(n) (n) (n)
6842500000 7224444444 6126000000
Leucocytes atl (/L) 2276684358 2215914659 1186462529
“4) ) (10)
8212500000 10088000000 8278000000
Leucocytes a t24 (/L) 800557098 3529097461 1747454021
“4) (10) (10)
3015000000 2364444444 2027000000
Neutrophiles at0 (/L) 2397964415 746275939 823016808
“4) ) (10)
4830000000 5879000000 4384000000
Neutrophiles a t24 (/L) 844195870 3000216474 1941123386
“4) (10) (10)
180000000 227777778 202000000
Monocytes at0 (/L) 147196014 305031874 113411738
“4) ) (10)
172500000 240000000 180000000
Monocytes at24 (/L) 131497782 269402631 81103500
“4) (10) (10)
3350000000 3571111111 3346000000
Lymphocytes a t0 (/L) 1017349497 1277247474 890745007
“4) ) (10)
2847500000 3289000000 3206000000
Lymphocytes a t24 (/L) 690283758 1291385561 968666896
“4) (10) (10)

Légende. SD : standard deviation ; n : nombre de brebis.
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Annexe 8. Moyennes et écarts-types pour les variables « Concentration de plaguettes
a t0 » et « Concentration de plaquettes a t24 »

Controle CCs- CCS+
. Moyenne Moyenne Moyenne

Variable .JS‘/D g;D .JS')D
(n) (n) (n)

358,8 374,2 337,5

Plaquettes a t0 (103/p¢L) 91,46 77,85 146,1
(4) ) (10)

369 384,6 389,3

Plaquettes a t24 (]03/,uL) 125,9 130,7 136,7
4) ) (10)

Légende. SD : standard deviation ; n :

nombre de brebis.
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Annexe 9. Moyennes et écarts-types pour les variables « Concentration bactérienne
en UFC/mL » et « Concentration bactérienne en Log10 UFC/mL ».

CCs- CCS+
Variable Mogzgnne Moggnne
(n) (n)
54587091 9117523
UFC (/mL) 98742949 16647054
(10) (10)
7,041 5,665
Logl0 UFC (/mL) 0,9501 1,629
(10) (10)

Légende. SD : standard deviation ; n : nombre de brebis.
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Annexe 10. Moyennes et écarts-types pour les variables ‘Concentration de cellules totales’,

‘Concentration de neutrophiles’, ‘Concentration de monocytes’ et ‘Concentration de

lymphocytes’ dans le lavage utérin.

Controle

CCS- CCS+
. Moyenne Moyenne Moyenne
Variable D D )
(n) (n) (n)
674000 1020664000 2325800000
Cellules totales (/mL) 470146 1228414313 1845817723
4 (10) (10)
113325 930735200 2163145200
Neutrophiles (/mL) 128934 1145998428 1758333915
4 (10) (10)
4000 76949120 72507000
Monocytes (/mL) 2972 109938873 103569026
4 (10) (10)
551750 83787400 146448000
Lymphocytes (/mL) 376767 90629491 124169975
4 (10) (10)

Légende. SD : standard deviation ; n :

nombre de brebis.
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