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INTRODUCTION

La réaction inflammatoire est une réponse non spécifique de l'organisme aux
destructions cellulaires provoquées par des agents physiques, chimiques ou biologiques ou
d'origine immune ou tumorale. Elle est caractérisée par des événements locaux et systémiques
visant a en identifier, contenir et éliminer la cause et a restaurer l'intégrité tissulaire et
I'homéostasie. La réaction inflammatoire est normalement transitoire quand I'évolution se fait
rapidement vers la guérison mais peut s'exprimer de fagon persistante lors d'affections

chroniques.

Pour le clinicien, la mise en évidence et la caractérisation d'un foyer inflammatoire sontt
d'un grand intérét en terme de diagnostic. Cependant, le caractére limité des informations
fournies par l'examen clinique, la faible spécificité des symptomes, et I'expression parfois sub-
clinique de la réaction inflammatoire, rendent souvent nécessaire le recours aux examens

complémentaires.

La connaisance des marqueurs de l'inflammation est ancienne. En 1894, Edmund
Biernacki décrit pour la premicre fois de maniere scientifique I'augmentation de la vitesse de
sédimentation chez des patients atteints de maladies infectieuses et d'arthrite rhumatoide. La
premicre description de l'augmentation de la fibrinogénémie chez I'animal par Von den
Velden date de 1914. En médecine humaine, I'évaluation des marqueurs de l'inflammation est
désormais une pratique usuelle. En revanche, chez les bovins, les connaissances dans ce

domaine sont encore limitées.

Dans la premiére partie de cette étude bibliographique, seront présentés les principaux
marqueurs de l'inflammation et leurs méthodes d'exploration. Les différents parametres du
sang, du Liquide Céphalo-Rachidien (LCR), du lait et du liquide péritonéal ont été choisis en
raison de leurs implications cliniques respectives. Dans une seconde partie, nous exposerons
les mécanismes physiopathologiques a I'origine des modifications de ces marqueurs. Ces
connaissances sont en effet nécessaires pour en envisager les applications cliniques. Celles-ci
seront abordées dans une troisiéme et dernicre partie ou sera évaluée la fiabilité des différents

marqueurs proposés ainsi que leur intérét dans le diagnostic différentiel.
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PREMIERE PARTIE

NATURE, FONCTIONS, ET METHODES D'ANALYSE DES
MARQUEURS DE L'INFLAMMATION
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La réaction inflammatoire locale se caractérise par une vasodilatation capillaire
immédiate suivie, dans les quinze minutes a une heure, d'une stase sanguine favorisant
I'exsudation plasmatique et la formation d'un cedéme. L'activation des cellules endothéliales
des vaisseaux lésés permet, dés la quatrieme heure, la diapédeése des polynucléaires
neutrophiles qui exercent une activité phagocytaire intense au sein du foyer de cytolyse.
Ultérieurement, les cellules sanguines mononuclées et les macrophages tissulaires affluent sur
le site de l'inflammation et assurent la détersion et le comblement de la plaie par un tissu de

granulation. Ces événements sont a l'origine des quatre manifestations cliniques de

caractéristique de l'inflammation : tuméfaction, douleur, rougeur, douleur.

La réaction inflammatoire systémique se traduit par de nombreuses modifications de
I'homéostasie. Il s'agit principalement (i) de 'activation de la cascade du complément et de la
coagulation, (ii) de I'apparition d'un syndrome fébrile et d'anorexie, (iii) de modifications du
métabolisme lipidique, (iv) d'une augmentation de la néoglucogénése et du catabolisme
protéique, (v) de modifications hormonales, (vi) de variations des concentrations plasmatiques
en oligo-¢léments et vitamines, (vii) d'une leucocytose et (viii) de variations des

concentrations de certaines protéines plasmatiques appelées protéines de la phase aigué.

Ces différentes modifications locales et systémiques peuvent étre exploitées a des fins
diagnostiques et servir de marqueur biologique de la présence et de l'activité d'une réaction
inflammatoire. Cependant, pour étre exploitables d'un point de vue clinique, ces marqueurs

doivent répondre a différents critéres :

- avoir une variation significative par rapport aux valeurs de base afin que les résultats

des examens complémentaires puissent étre interprétés sans ambiguité ;

- dépendre uniquement de la réaction inflammatoire : les variations physiologiques ou
dues a des facteurs indépendants du syndrome inflammatoire doivent étre nulles a

minimales.

- avoir une dépendance stricte de la réaction inflammatoire : les valeurs mésurées

doivent étre proportionnelles au degré d'atteinte tissulaire.

- avoir une cinétique rapide, afin que les variations des marqueurs suivent au plus pres

celles de l'inflammation.
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- leur analyse/dosage doivent étre rapide et peu coliteux.

Cette premicre partie propose de présenter les différents parameétres biologiques

répondant a ces critéres chez les bovins.

Une augmentation de la cuprémie ainsi q'une diminution de la zincémie et de la
férémie sont classiquement associées a la réaction inflammatoire aigu€ ou chronique [52,
75, 93, 154]. Ces modifications sont cependant difficilement apréciables sur le terrain
chez les bovins. En effet, les intervalles de valeurs usuelles sont mal connus, et les
variations alimentaires souvent importantes limitent leur interprétation. Ces parametres
sont donc peu utilisables comme marqueurs de l'inflammation et ne seront pas étudiés

dans la suite de ce travail.

| - PARAMETRES HEMATOLOGIQUES

1.1 - DEFINITION

Parmi les différents paramétres hématologiques, le leucogramme est le paramétres le
plus appropri¢ pour évaluer I'existence d'une inflammation. I1 comprend le nombre de
leucocytes totaux, de neutrophiles segmentés et non segmentés, de monocytes, d'éosinophiles

et de monocytes.

La vitesse de sédimentation ne semble pas étre un marqueur intéréssant chez les bovins.
En effet, les valeurs observées physiologiquement sont trés ¢élevées et les variations dues a

l'inflammation sont trop peu importantes [25, 170].

La teneur en d'hémogline est variablement affecté lors d'inflammation. Lors d'affection
chronique, une anémie hypochrome macrocytaire peu étre observée [17, 37, 38, 220, 221].
Cependant, en raison de sa faible sensibilité et de sa faible spécificité, ce paramete n'est pas

utilis¢ comme marqueur de 1'inflammation chez les bovins.

.2 - METHODES D'ANALYSE

La numération formule sanguine est réalisée de facon automatisée a l'aide de compte
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globules. La réalisation de frottis permet d'apprécier la morphologie et la richesse relative de

chaque population leucocytaire.

Les fonctions des cellules de I'inflammation ne seront pas revues ici. Elles sont détaillées

par ailleurs [169].

Il - PROTEINES DE LA PHASE AIGUE

1.1 - DEFINITION

Les protéines de la phase aigué (PPA) ou protéines de la réaction inflammatoire (PRI)
sont un ensemble de glycoprotéines qui répondent a la définition retenue par la Société
Francaise de Biologie Clinique : " les protéines de l'inflammation sont des protéines
plasmatiques, dont le taux de production hépatique est supérieur au taux de catabolisme, au

cours de la réaction inflammatoire, quelle que soit la cause de cette derniere".

11.1.1 - Classification

Deux groupes de protéines de la phase aigué sont définis : les "protéines positives", dont la
concentration plasmatique augmente lors de inflammation et les "protéines négatives" dont la

concentration diminue.

Les protéines positives sont elles-méme subdivisées en 3 groupes en fonction de leur

degré d'augmentation :

* groupe I ou PPA mineures : augmentation du taux plasmatique d'un facteur

inférieur a deux.

* groupe Il ou PPA modérée : augmentation d'un facteur 2 a 10.

» groupe III ou PPA majeures : augmentation d'un facteur 10 a 1000.

Une vingtaine de PPA ont été¢ décrites chez 'homme. Les principales, ainsi que leur

synonymes et abréviations sont regroupés dans le tableau 1 en fonction de leur appartenance
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aux groupes définis ci-dessus.

Tableau 1 : principales protéines de la phase aigué chez I'homme [81, 96, 155].

ap-Macroglobuline (a,-M)
Pas de modification Hemopexine (Hx)
Protéine Sérique Amyloide P (SAP)

Albumine (Alb)
Préalbumine (Pré-Alb)

PPA
NEGATIVES

Diminution

Transferrine (Tf)

Fibronectine (Fb)

Céruléoplasmine ou Céruloplasmine (Cp)
Groupe | Composant C3 et C4 du complément (C3, C4)

Augmentation < 2 fois o4- Antiplasmine (a4-AP)

o4-Protéase Inhibiteur (a4-Pl, Pl) ou a4-Antitrypsine (a4-AT, AT)

a4-Antichymotrypsine (a4-ACT, ACT)

a4-Glycoprotéine Acide (a4-AGP, AGP) ou orosomucoide
Groupe Il

Haptoglobine (Hp)

Fibrinogéne (Fb)

Lipopolysacharride Binding protein (LBP)

Augmentation 2 a 10 fois

PPA POSITIVES

Groupe |l Protéine C réactive (CRP)
Augmentatflgirsl 10 4 1000 Sérum Amyloide A (SAA)

1.1.2 - Différences inter-espéces (tableau 2)

Les protéines de la phase aigué ont ét¢ identifiées chez de nombreuses espéces animales,
particulierement chez les animaux de laboratoire (souris, rat, lapin, hamster). Les PPA du
chien, du chat [61, 66, 101, 134, 184, 251] et du cheval [120, 194] ont fait I'objet de
nombreuses études ces derniéres années et ont des caractéristiques voisines des PPA

humaines. De méme, les caractéristiques des PPA porcines ont ét¢ récemment établies [68,
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149]. Dans cette espece, une nouvelle protéine de la phase aigué a été décrite, la MAP (major

acute phase protéine), qui s'apparente a la kallikreine PK-120 humaine [103].

Chez les ruminants, les PPA bovines ont été largement étudiées et caractérisées [60, 92,

142]. Les données concernant les ovins et les caprins restent limitées.
Les variations inter-especes sont résumées dans le [[ableau 2
En ce qui concerne les bovins retenons que :

» contrairement a la plupart des autres espéces monogastriques exceptée la souris, la
CRP et la SAP ne semblent pas avoir le profil de PPA [162]. En outre, leur

concentration évolue en fonction de la lactation chez la vache laitiére [79, 171, 174].

* deux molécules peuvent étre classées dans le groupe des PPA majeures (groupe III) :
la SAA, dont la concentration augmente d'un facteur 100 a 1000, et I'haptoglobine,
dont la concentration augmente d'un facteur 100, contrairement a ce qui est observé

chez beaucoup d'autres mammiféres (homme, chat, chien, cheval, porc...)

* les autres PPA présentant un intérét chez les bovins sont les suivantes : I'a;-AGP, 1'a4-

P1, le fibrinogéne et la I'a;-Antitrypsine.

* Une nouvelle PPA a été décrite récemment chez les bovins [224] : la LBP
(Lipopolysacharride Binding Protein), déja connue chez I'homme [225]. Elle
évoluerait de fagon semblable a 'haptoglobine bovine, avec cependant une cinétique

plus rapide.

e Parmi ces PPA, les plus étudiées et les mieux connues chez les bovins sont :

I'haptoglobine, la SAA et 1'0;-AGP dans le sérum et I'a;-PI dans le lait.
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Tableau 2 : variabilité des profils de synthése des PPA chez les mammiféres. 0, pas de modification de la concentration ; —, diminution ; +, augmentation
jusqu'a un facteur 2 ; ++ augmentation d'un facteur 2-10 ; +++, augmentation jusqu'a un facteur 100 ; ++++ augmentation > 100 fois (par rapport aux valeurs

de départ). (d'aprés [103, 134, 155]).

Espéce CRP SAA SAP a4-AGP oM Hp a4-Pl Cp Fb Alb
Homme ++++ ++++ 0 ++ 0 ++ + + ++ _
Rat ++ 0 +++ ++++ ++ ++ -
Souris 0 ++++ +++ ++ + 0 ++ -
Hamster + +++ +++ + - _
Lapin +4+++ ++ +++ ++ ++ ++ ++ +++ —
Equin ++ +++ ++ + ++ + —
Porcin ++(+) +++ 0(+) ++ + + -
Caprin + + ++++ ++ _
Ovin ++ ++ + ++++ ++ ++ ++ -
Bovin 0 ++++ 0 (+) ++ + +++ ++ + +(+) -
Canin +++ +++ +++ + 0 + ++ —
Félin ++(?) +++ +++ ++ -
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1.2 - NATURE ET PROPRIETES BIOCHIMIQUES DES PROTEINES DE LA
PHASE AIGUE CHEZ LES BOVINS

Les différentes protéines de la phase aigué ont été regroupées sous les termes de
glycoprotéines solubles, en raison de leur grande hydrosolubilit¢ [160, 178]. En

¢lectrophoreése, elles migrent en position d ou [3.

a) L'haptoglobine

L'haptoglobine est composée de 2 chaines polypeptidiques (O et (), reliées entre elles
par une liaison disulfure. Chez 'homme, trois phénotypes sont décrits, Hp(1-1) , Hp(2-2) et
Hp(2-1). Ce polymorphisme est di a I'existence de deux types de chaine a, la forme a; (8.9
kDa) et la forme a; (16 kDa), et aux différentes associations possibles entre les chaines [270].
La chaine 3 (40 kDa) est commune aux trois phénotypes. L'Hp(1-1) est un tétramére composé
de deux diméres a;-f3. L'Hp(2-2) est un polyméres de 0,-B. L'Hp(2-1) consiste en une chaine
polymérique de diméres 0,-f flanquée d'une unité o;-B de chaque co6té (figure 1). Ce
polymorphisme de structure explique la différence des poids moléculaires : Hp(1-1) : 86 kDa ;

Hp(2-1) : 86-300 kDa et Hp(2-2) : 170-900 kDa)

n=0,1,2..
' '![S Ch.p 8=
Hp(2-2) i

n=34,5...

Figure 1 : structure de I'haptoglobine, d'aprés[270].

L'haptoglobine bovine est structurellement proche de I'Hp(2-2) humaine avec cependant

quelques différences.



Les chaines a (16 kDa) et 3 (40 kDa) ont des poids moléculaires comparables aux chaine

0, et 3 décrites chez 'homme [63, 159].

En électrophorése, I'Hp bovine migre en [3, contrairement a la position 0, de 1'Hp

humaine. Son poids moléculaire est supérieur a I'Hp (2-2) : entre 200 et 2000 kDa [159].

L'analyse en SDS-PAGE d'haptoglobine bovine purifiée montre l'existence d'une bande
supplémentaire a 67 kDa, correspondant au poids moléculaire de 1'albumine bovine, ce qui
suggere que l'haptoglobine bovine est associée de fagon physiologique a l'albumine. Cette
association se ferait par une liaison covalente bisulfure, et expliquerait en partie le poids

moléculaire élevé [63].

Une étude utilisant des anticorps monoclonaux spécifiques dirigés contre 1’Hp(2-2)
humaine montre 1’existence d’une homologie antigénique partielle entre I’Hp bovine et

I’Hp(2-2) humaine [139].
Un seul phénotype a pour l'instant été décrit chez les bovins.

b) SAA

Le terme SAA regroupe un ensemble d'apoliprotéines de poids moléculaire entre 14 et
17 kDa et de structure trés semblable chez toutes les espeéces dans lesquelles elles ont été
mises en évidence (mammiferes, poisson, reptiles... et méme bactéries). Quatre molécules,
SAAI1, SAA2, SAA3 et SAA4, codées par 4 genes distincts ont été décrites (revue dans
[265]). Les protéines SAA1 et SAA2 (respectivement 104 et 103 acides aminés) sont dites
inductibles (A-SAA), car leur synthése hépatique est fortement augmentée lors
d'inflammation. La SAA4 est une protéine constitutive (C-SAA), associ¢e aux HDL de fagcon
physiologique. Le géne SAA3 est considéré comme un pseudogene. Cependant la protéine

SAA3 a été récemment mise en évidence dans le colostrum de la vache [163].

La SAA bovine, comporte aussi plusieurs isoformes, de poids moléculaire 12.5 a 14 kDa
[2, 121]. L'utilisation d'anticorps monoclonaux anti SAA humaine a montré I'existence d'une

forte réaction croisée avec la SAA bovine [117].

c) a;-AGP

L'a;-AGP est une glycoprotéine de 31 a 40 000 kDa, fortement glycosylée (45 % du
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poids est représenté par les radicaux glycosylés). Elle consiste en une chaine polypeptidique
unique de 183 acides aminés, flanquée de 2 a 4 branches de radicaux glycosylés (revue dans

[78]). La composition de I'a;-AGP bovine en acides aminés a été décrite [123, 255].

1.3 - FONCTIONS DES PROTEINES DE LA PHASE AIGUE

Plusieurs auteurs ont tenté de classer les différentes protéines de la phase aigué selon
leur(s) fonction(s) biologique(s) principale(s). Certaines d'entre elles, comme la SAA et 1'0,-

AGP, demeurent encore incomplétement connues.

11.3.1 - Fonctions antiprotéasiques des PPA

Parmi les différentes familles d'inhibiteurs des protéases connues chez les mamiferes,
trois ont un comportement de protéine de la phase aigu€. Les inhibiteurs des sérine-protéases
(ou serpines) dont I'a;-Protease Inhibitor, et 1'a;-Antichymotrypsine et I'a;-Antiplasmine ; les
inhibiteurs de thiol-protéases (groupe des 0,-macroglubulines) et les protéines de la famille de
la cystatine. Selon les especes concernées, toutes ne sont pas des PPA: chez les bovins, seules
I'a;-Protease Inhibitor, l'a;-Antichymotrypsine et 1'd;-macroglubuline sont considérées

comme telles.

Dans les conditions physiologiques, ces molécules régulent le turnover des protéines de
la matrice extracellulaire, la fibrinolyse, la coagulation et l'activation de la cascade du
complément. Lors de la réaction inflammatoire, elles inactivent les enzymes protéolytiques
circulantes d'origine étrangere (bactéries, parasites) ou libérées par la dégranulation des
leucocytes (€lastase, cathepsine G...) et la lyse cellulaire (protéases acides, thiol-protéases,
sérine-protéases et métalloprotéases ) [96]. Deux interactions sont en fait possibles entre les
protéases et les serpines (groupes des sérine-protease inhibitors) [155]. Ces inhibiteurs de
protéases sont relativement spécifiques de certaines enzymes et sont par ailleurs trés sensibles
a l'action protéoloytique des protéases sur lesquelles elles n'agissent pas. Une liaison
spécifique (entre I'a;-PI et I'¢lastase par exemple) conduit a la formation d'un complexe stable
entre les deux molécules, a la destruction de I'enzyme cible puis a sa phagocytose. Lors d'une
liaison non spécifique, la serpin est clivée par sa cible. Elle peut alors avoir, comme c'est le
cas pour I'0;-Pl, des propriétés chimiotactiques pour les neutrophiles, ou stimuler sa propre

synthése par les monocytes/macrophages.
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L'a;-Antichymotrypsine a de plus la capacité d'inhiber la formation d'ions superoxydes ;

il a par ailleurs ét¢ démontré que 1'a,-PI neutralisait la cytotoxicité des lymphocytes Natural

Killer [96].

11.3.2 - Fonctions épuratrices et antioxydantes des PPA

L'haptoglobine a la capacit¢ de fixer I'hémoglobine libre et ses dérivés
(cyanhémoglobine en particulier), issus de la lyse des globules rouges lors de leur apoptose ou
lors d'hémolyse [21, 259, 270]. Le complexe Hp-Hb ainsi formé, de taille trop importante
pour étre filtré par les glomérules rénaux, est catabolisé par le foie ou les macrophages,

permettant le recyclage du fer de I'néme.

L'activité antioxydante de 1'haptoglobine est indirecte. La formation du complexe Hp-
Hb, en capturant le fer de I'neme, limite la formation de radicaux libres OH', selon la réaction
de Fenton : Fe(Il) + H,O, = OH + OH + Fe(III). Ces radicaux libres, hautement oxydants,
sont a l'origine de dommages irréversibles des endothéliums vasculaires et de 'oxydation des
lipides (LDL). L'haptoglobine possede aussi la capacité de stimuler I'angiogenése, en activant
la croissance et la différenciation des cellules endothéliales, et participe de ce fait a la
cicatrisation [81]. En inhibant la production de prostaglandines, elle réduit l'aggrégation
plaquettaire [35, 155]. Murata et Miyamoto (1993) [177] ont mis en évidence une activité
immunodépressive de 1'haptoglobine chez des veaux exposés au stress de transport. Sa mise
en évidence au sein des HDL (High Density Lipoproteins), des VLDL (Very High density
Lipoproteins) et des chylomicrons (0.2 a 0.3 % de la concentration sérique totale en

haptoglobine) suggére une intervention dans le métabolisme des lipides [136, 140, 285].

La céruloplasmine est un inhibiteur des agents oxydants, tels le peroxyde d'hydrogéne
OH' et les ions superoxydes °O,", formés au cours de la réaction inflammatoire et libérés par
les phagocytes. A cette puissante activité antioxydante s'ajoute la capacité de fixer le cuivre,
réduisant la fraction libre disponible pour le métabolisme et la multiplication bactérienne et
permettant son transport pour la synthése de différentes co-enzymes cuivre dépendantes

comme la cytochrome-oxydase [74, 96, 155].

Les propriétés de la SAA ne sont encore que partiellement connues (revues dans [200,
265]). Dans un contexte inflammatoire, la SAA est retrouvée en grande quantité lie a la

fraction libre des HDL; inflammmatoires, au détriment de 1'apoprotéine ApoA; [286]. Cette
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liaison conduit a des modifications du métabolisme des HDL et du transport du cholestérol.
Ainsi, l'inversion du rapport ApoA;/SAA au sein des HDL; réduit de fagon dramatique
l'activité¢ de la Lecithin Cholestérol Acyl Transférase (LCAT), enzyme responsable de
l'estérification du cholestérol. De méme les HDL sont 2 a 3 fois plus sensibles a I'action de la
phospholipase A2 (sPLA;) quand ils sont associés a la SAA. Deux hypothéses principales
sont émises quant a la signification de ces modifications : selon la premiére, la SAA, associée
aux HDL, favorise la fourniture de lipides, en particulier de cholestérol, aux cellules dont les
besoins sont augmentés pour la reconstruction tissulaire au sein du foyer inflammatoire. Selon
l'autre hypothese, la SAA faciliterait la phagocytose par les macrophages du cholestérol issu

de la lyse cellulaire et son recyclage ultérieur par le foie [74, 200, 265].

La clairance rapide de la SAA en fait un épurateur efficace de ces déchets cellulaires,
ainsi que des endotoxines lipopolysaccharidiques bactériennes. Il semblerait qu'elle ait aussi
une action chimiotactique sur les cellules phagocytaires et lymphocytaires et induise et/ou
facilite leur adhérence [81]. De multiples propriétés immunomodulatrices lui sont attribuées :
diminution de la reconnaissance des antigénes par leur récepteurs spécifiques au niveau des
lymphocytes ; réduction de l'activité des cellules Natural Killer, inhibition de la synthése des

prostaglandines E et de I'agrégation plaquettaire... [96].

11.3.3 - Fonction de restauration tissulaire des PPA

La principale fonction du fibrinogeéne est sa participation a I'hémostase. En cas de 1ésion
de l'endothélium vasculaire, le collagéne est exposé au flux circulatoire. Les plaquettes se
fixent sur ces fibres grace a des récepteurs spécifiques. Ce phénomene s'accompagne d'une
modification des récepteurs membranaires des thrombocytes pour le fibrinogéne, permettant

ainsi sa liaison. Il s'ensuit une agrégation rapide des plaquettes et la formation d'un caillot.

L'a;-AGP et I'a;-ACT sont aussi directement impliquées dans la restauration du tissu
conjonctif : en se déposant a la surface des fibres €lastiques néoformées elles les protegent des

sérines-protéases présentes sur le site inflammatoire.

Le role précis de I'ay-AGP au cours de la réaction inflammatoire reste inconnu [78].
Elle stimulerait la croissance des fibroblastes, agirait comme un cofacteur de 1'héparine,
maintiendrait la perméabilité capillaire et réduirait 1'agrégation plaquettaire. Une forte action

anti-inflammatoire et immunorégulatrice lui est aussi attribuée. En effet, in vitro, elle inhibe la
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transformation lymphoblastique induite par la phytohémagglutinine [176], inhibe I'activation
et le chimiotactisme des polynucléaires neutrophiles, stimule la sécrétion de I'IL-1 receptor
antagonist (IL-1 RA), et module la synthése des cytokines par les monocytes-macrophages

[78].

11.3.4 - Fonctions des protéines négatives de la phase aigué

Les concentrations en protéines totales (PT) diminuent sensiblement dans les premiers
jours de la réaction inflammatoire, principalement en raison de la diminution de la synthése
hépatique d'albumine, PPA négative. Il semblerait que ceci soit la conséquence d'une
orientation du métabolisme hépatocytaire vers une synthése préférentielle de PPA positives,
au détriment des PPA négatives. Ce phénoméne permettrait de contrebalancer 1'augmentation
de la pression oncotique due aux protéines positives, et de fournir davantage d'acides aminés
pour leur ¢laboration. Cependant Engler (1995) [74] fait remarquer que la plupart des PPA
négatives sont des protéines de transport. La diminution de leur concentration plasmatique
conduit a l'augmentation de la fraction libre, active, des ligands (vitamines, hormones, acides

gras, oligo-¢léments ) qui jouent un réle important dans la phase de restauration cellulaire.

1.4 - DOSAGE DES MARQUEURS PROTEIQUES

Les techniques de dosage des protéines de la phase aigué ont d'abord été basées sur leur
propriétés biochimiques, ce qui a l'avantage d'étre applicable a toutes les especes. Le
développement d'anticorps mono- et/ou polyclonaux spécifiques depuis la fin des années
1980, a permis I'¢laboration de techniques immunochimiques robustes et sensibles mais

restreintes le plus souvent a I'espéce animale d'origine [65, 244].

Largement utilisées et commercialisées dans le domaine de la médecine humaine, ces
techniques (biochimiques et immunochimiques) ne sont a I'heure actuelle disponibles en
médecine vétérinaire que pour quelques-unes des protéines de la phase aigué¢ (Haptoglobine,

SAA et o;-AGP) [60].

11.4.1 - Protéines totales et globulines

L'analyse réfractométrique est simple, rapide, et de colt trés réduit. Sa précision est

satisfaisante mais elle est moins sensible que de nombreuses techniques biochimiques (biuret,
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Phénol-Folin-Ciocalteau, acide bicinchoninique, diverses méthodes de précipitation). Il existe
une forte corrélation entre les résultats obtenus par réfractométrie et par la méthode du biuret.

[83].

Le dosage de l'albumine sérique devrait toujours accompagner celui des protéines
totales. La différence entre les deux valeurs correspond aux globulines, dont la majeure partie
est composée par les gammaglobulines. La synthése de I'albumine varie en association

associées avec l'inflammation chronique et d'autres affections (voir page .

L'analyse quantitative des différentes fractions des protéines totales fait appel a des
méthodes turbidimétriques (précipitation indépendante des diverses globulines par différents
sels, chlorure de sodium, chlorure d'ammonium, sulfate de zinc, de sodium et d'ammonium)
ou a I'¢lectrophorese (acétate de cellulose, gel d'agarose, gel polyacrylamide (PAGE)...). Ces
derni¢res techniques ont été mises a profit pour isoler et analyser les protéines de la phase

aigué. Cependant elles ne sont pas applicables en dehors des laboratoires spécialisés.

Jain  (1993) [126] rapporte une technique simple pour détecter les

hypergammaglobulinémies :

1- Mélanger 2.5 ml d'une solution a 1.2 % de glutaraldéhyde additionnée de Na,EDTA a

raison de 1mg/ml a une quantité équivalente de sang frais.

2- apres 15 minutes a température ambiante, le sang contenant une forte concentration de

gammaglobulines coagule, tandis que le sang normal reste fluide.

Cette méthode doit cependant étre étalonnée, en raison des grandes variations observées

suivant les solutions de glutaraldéhyde utilisées.

11.4.2 - Dosage de I'haptoglobine

a) Spectrophotométrie différentielle

L'addition du sérum a analyser a une quantit¢ connue d'hémoglobine en milieu acide,
suivie de l'analyse spectrophotométrique de l'absorbance du complexe Hp-Hb comparée a
celle de 1'Hb seule, a été mise a profit par Elson (1974) [72] pour développer une technique

simple quoique laborieuse et peu rapide.
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La sensibilit¢ d'une telle technique est de 40 mg Hp/L. L'analyse d'échantillons
hémolysés est impossible [217].

b) M¢éthodes biochimiques

* Mesure de 'activité péroxydasique de I'hémoglobine

Ces différentes techniques repose sur le fait que l'activité péroxydasique de
I'hémoglobine ou des des dérivés (méthémoglobine ou cyanméthémoglobine) est conservée en

milieu acide par la formation du complexe Hp-Hb.

La concentration en haptoglobine de I'échantillon est proportionelle a I'activité
péroxydasique d'une solution d'hémoglobine de concentration connue a laquelle on ajoute une

quantité déterminée de sérum a analyser.

L'unit¢ de mesure est la quantit¢ d'Hb liée par I'Hp pour 100 ml de sérum (mg
HbBC/100ml) (BC= binding capacitiy). La conversion en gramme par litre peut se faire
sachant que 1 g/l =29 mg% HbBC.

Nous décrivons ici brievement la technique de Makimura et Suzuki (1982) [159] qui

reste a I'heure actuelle une référence trés utilisée.

Dans un premier tube, 0.1 ml d'une solution a 30 mg/100 ml d'hémoglobine (obtenue par
la lyse de globules rouges dans de I'eau distillée et du tolueéne) est mélangé a 0.02ml de sérum
a analyser. Un volume de0.02 ml de cette solution est transféré dans un deuxiéme tube
contenant 5 ml d'une préparation d'o-dianisidine (0.6 pour mille, pH=4.1). Apr¢es incubation a
37°C pendant 45 minutes- temps nécessaire a l'inactivation complete de I'hémoglobine libre -
l'addition de 0.05 ml de peroxyde d'hydrogéne (H,O,) a 200 mM sert de révélateur
colorimétrique. La mesure de l'intensité de cette couleur est réalisée au spectrophotometre a

440 nm.Une mesure est aussi faite sur un témoin négatif (mélange des réactifs sans le sérum).

La concentration en haptoglobine de l'échantillon est déduite d'une courbe standard
d'absorbance ¢laborée en incubant différentes quantités connues d'hémoglobine avec un sérum
standard contenant une grande quantit¢ d'haptoglobine (>150 mg/100 ml, sérum de vache

atteinte de mammite aigué a E. coli).

Owen et al. (1960) [190] et Conner et al. (1988) [41] utilisent le méme procédé mais
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remplacent respectivement 1'o-Dianisidine par du guaiacol (pH=4, lecture a 492 nm) et du

tétra-méthylbenzidine (pH=3.8, lecture a 370 nm).
Les principaux inconvénients de ces techniques sont les suivants :

* manipulation de réactifs dangereux ou toxiques (o-Dianisidine et guaiacol) ou tres
sensibles a la péroxydation, nécessitant la dilution plusieurs centaines de fois de

I'échantillon a traiter (tétra-méthylbenzidine).

* mechniques manuelles, échantillon par échantillon, et donc trés longue.

* résultats faussés en cas d'hémolyse importante de I'échantillon (si Hb libre >1,5 g/l
pour la méthode de Makimura et Suzuki), et par la présence de cystéine et de

gluthathion peroxydase dans le sérum [172].

Ces techniques ont été améliorées afin de permettre la lecture de plusieurs échantillons a
la fois [133] et le traitement de plusieurs centaines de sérums par jour est désormais possible

grace a I'automatisation et la robotisation de I'analyse [64, 67, 246, 247].

La liaison de l'albumine avec I'haptoglobine dans le sérum [63, 173] fausser les résultats

lorsque la concentration en Hp est faible comme c'est la cas chez les bovins [67, 133].

Le développement d'une technique robuste qui prend en compte cette donnée est a la
base du premier kit de dosage biochimique de I'haptoglobine commercialisé, applicable a de
nombreuses especes et utilisable pour une mesure manuelle ou automatisée [67, 133] (Tridelta
Development 1dt, Eire, Ireland). La limite inférieure de détection est de 50 mg/l. L'hémolyse
peut fausser les résultats quand la concentration en Hp est comprise entre 40 mg/l et 1.8 g/l.
De plus, cette méthode ne s'est pas révélée efficace dans la détection de I'haptoglobine dans le

lait, en raison de l'activité peroxydasique de la lactoperoxydase [69].

» HPLC (High performance liquid chromatography) [217]

Cette technique consiste a ajouter a I'échantillon de sérum a analyser de la
cyanméthémoglobine en exces et a séparer le complexe Hp-HbCN de I'hémoglobine libre par
chromatographie. Cette méthode nécessite la dépolymérisation de 1'haptoglobine du sérum par
une solution a 100 mM de 2-mercaptoéthanol. La lecture de I'absorbance au

spectrophotomeétre a 398 nm permet d'observer la migration du complexe Hp-HbCN et de

29



I'hémoglobine libre. La concentration en haptoglobine est déduite de la mesure de l'aire sous
la courbe de migration et d'une courbe de concentration standard établie a partir de différentes

dilutions d'un sérum humain standard.

Selon les auteurs, le seuil de détection cette méthode est de 5 mg/l d'haptoglobine. La

durée d'analyse est d'environ 20 minutes.
L'hémolyse des échantillons n'affecterait pas les résultats.

* Electrophorése capillaire

Récemment développée par Pirlot et al. (1999) [199], cette technique, comme 1'HPLC,
est basée sur la différence de vitesse de migration du complexe Hp-Hb et de I'hémoglobine
libre. Le support utilisé ici sont des tubes capillaires - ou sont mis en contact le sérum et une
solution d'hémoglobine de concentration connue - soumis a une ¢lectrophorése. La mesure de
I'absorbance a 415 nm révele les tracés de migration de 1'hémoglobine libre et du complexe
Hp-Hb. La concentration en haptoglobine est déduite du calcul de la quantité d'hémoglobine

liée en mesurant l'aire sous la courbe.

La meilleure séparation entre le complexe Hp-Hb et 1'hémoglobine libre est obtenue,

pour les bovins, en utilisant de 'hémoglobine canine.

Les principaux avantages de cette technique sont sa rapidité (10 minutes par échantillon)
et son faible colt (1 ou 2 euros par échantillon). Le seuil de détection initialement estimé a

220 mg/1, [199], a été abaissé a 20 mg/1 [7].

¢) Techniques immunochimiques

* Immunodiffusion radiale simple de Mancini (SRID) en gel d'agarose.

Ces techniques utilisent des sérums polyclonaux anti-Hp bovine développés chez le
lapin [172, 173], chez le mouton [60] ou chez le cheval [95], incorporés aux plaques

d'agarose.

La mesure des diameétres des anneaux de précipitation formés par le complexe Hp-
AcAntiHp est réalisée aprés 48h d'incubation a température ambiante ou a 37°C en boite

humide, selon les auteurs. La concentration en haptoglobine est obtenue par référence a une
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gamme étalon (haptoglobine purifiée ou sérum standard).

La sensibilité et la précision de la lecture sont augmentées de maniére significative apres
dépolymérisation de I'haptoglobine due I'échantillon par une quantité équivalente d'une

solution contenant 20 mM de cystéine ou de gluthathione [172].

Le seuil de détection de cette technique a été¢ évaluée a 10 mg/l. L'hémolyse des
échantillons ne pose pas de probléme pour des concentrations en hémoglobine libre

inférieures a 30g/1 [172].
* ELISA direct

Les anticorps monoclonaux d'origine murine sélectionnés reconnaissent des épitopes de
la molécule d'Hp différents du site de liaison de 'hémoglobine [236]. La détection de 1'Hp est
donc possible méme en présence d'hémoglobine libre, rendant ces techniques insensibles a
I'hémolyse. Le plaques sont sensibilisées aves les protéines sériques. La détection s'effectue a
l'aide desn anticorps monoclonaux. Des IgG de chévre anti-souris, couplées a une enzyme a

activité péroxydase (HRP) permettent la révélation colorimétrique.

Nakagawa et al. (1997) [179], utilisant des anticorps polyclonaux de lapin dirigés contre
la sous unité B de I'haptoglobine, et des Ac de chévre anti-lapin couplés a la phosphatase

alkaline, détectent des concentrations d'haptoglobine inférieures a 0.02 mg/I1.

e Two Sites EIA et Modified Two Sites EIA.

Ces techniques utilisent 1'affinit¢ de I'Hp pour 1'hémoglobine et le fait que les anticorps
monoclonaux décrits ci-dessus se fixent sur un épitope de la molécule d'haptoglobine

différent de celui que reconnait I'hémoglobine.

EIA : les plaques sont sensibilisées a 1'hémoglobine qui sert de molécule de capture pour
I'haptoglobine. Les anticorps monoclonaux anti-Hp d'origine murine permettent la détection.
Des IgG de chevre anti-souris, conjugués a une enzyme a activité péroxydase (HRP) servent a

la révélation colorimétrique [289].

MTS-EIA : les anticorps mono- et polyclonaux sont directement couplés a la
phosphatase alcaline, ce qui élimine la phase d'incubation des plaques avec les anticorps anti-

souris et raccourcit ainsi la procédure [216]. La sensibilité est augmentée. Une technique
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similaire a été élaborée pour la détection de faibles concentrations d'haptoglobine humaine

[138].
Le seuil de détection de telles techniques varie de 0.16 a 8 mg HbBC/100ml [216, 289].

Ces méthodes, basées sur la formation du complexe Hp-Hb, sont tributaires de la bonne

qualité de conservation des échantillons et sont sensibles a I'hémolyse.

* EIA en compétition [165, 166, 289]

Les plaques ELISA sont sensibilisées a I'haptoglobine (concentration connue).
L'addition de I'échantillon puis d'une solution d'anticorps monoclonaux anti-Hp de titre connu
est ensuite réalisée. L'haptoglobine contenue dans I'échantillon rentre en compétition avec

celle déja présente sur les plaques vis a vis des anticorps monoclonaux.

Les concentrations en haptoglobine pouvant étre détectées sont tres faibles, de I'ordre de

0.01 mg/l, méme en cas d'hémolyse du prélévement.

« ELISA indirect [89]

Des anticorps monoclonaux dirigés contre la sous-unit¢ O de I'haptoglobine bovine
servent a la sensibilisation des plaques et a la capture de I'haptoglobine de 1"échantillon. La
détection se fait a 1'aide d'un second Ac monoclonal dirigé contre un autre épitope et conjugué
a la biotine. La révélation colorimétrique se fait par une solution de streptavidine-HRP puis de

streptavidine-phosphatase alkaline.

Le seuil de détection de cette technique est de 0.5 mg/l. L'hémolyse des prélévements ne
pose pas de probléme puisque les Ac anti-Hp sélectionnés sont capables de reconnaitre I'Hp

méme liée a I'némoglobine.

Pour toutes les technique ELISA décrites ci-dessus, a lecture se fait par mesure de la
densité optique de la réaction enzymatique a l'aide d'un spectrophotométre. La concentration
en haptoglobine est déduite d'une courbe standard établie a 1'aide de sérums de référence ou

de solutions d'haptoglobine purifiée.

Le tableau 3 regroupe les principales caractéristiques des différentes techniques

développées pour le dosage de 1'haptoglobine bovine.
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Tableau 3 : techniques biochimiques et immunochimiques développées pour le dosage de I'haptoglobine chez les bovins.

Méthodes biochimiques

Méthode réactif principal seuil détection | interaction avec I'hémolyse | automatisation ?:;Zleygg Références
T . S Oui
Mesure de l'activité péroxydasique O-dianisidine 70 mg/l si Hb >1,5g/! Non <1h [159]
ST . Lo . . >100
Mesure de l'activité péroxydasique O-dianisidine 35 mgl/l Oui Oui dosages /j [249]
T . , . . . >100 [133]
Mesure de I'activité péroxydasique guaiacol 0.1a0.24/ Oui Oui dosages/j [246]
HPLC mercapthoéthanol 5 mgl/l Non +/- 20 min [217]
Electrophorése capillaire - 20 mg/l Non +/- 10 min [199]
si Hb<8 g/l
Mesure de ['activite péroxydasique ] 50 mg/l Oui si 0.4 < Hp <1.8g]! oui 5-10 min [64]
(Tridelta®) ) ’
Méthodes immunochimiques
) . o . . ) I durée de e
Méthode Ac anti-Hp seuil détection | interaction avec hémolyse | automatisation l'analyse Références
. - Non
SRID Lapin + cystéine 10 mg/l (0.01-30 g/l) +/- 48h [172]
EIA en compétition Monoclonal 0.01 mg/! Non +- 16h [165]
(souris)
ELISA monoclonaux HapT | g 1\ jeCY, Non +/- 5 h1/2 [236]
(souris)
polyclonaux anti § — ]
ELISA Hp(lapin) 15.7ug/l Non +/ ND [179]
Monoclonaux o .
EIA Hap1 (Souris) 8 mg HbBC% Oui +/- 5h1/2 [289]
MTS-EIA Monaclonal (souris) 0.3 mg/l oui +/- 4h [216]
Polyclonal (mouton)
Sandwich ELISA Monoclaux anti a-Hp 0.5 mg/l Non +/- 4h1/2 [89]

(lapin)
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1.1.1 - Dosage de la Sérum Amyloid A (SAA).

La difficulté du dosage de la Sérum Amyloid A réside dans ses propriétés hydrophobes
et sa liaison aux HDLj;. Sa faible hydrosolubilité et son instabilit¢é en solution tampon,
compliquent 1'¢laboration de sérums étalons. La présence de lipides et de phospholipides rend
certains épitopes de la molécule inaccessibles aux anticorps, biaisant les résultats obtenus a
partir du sérum par rapport aux standards préparés en solutions tampons a l'aide de SAA

purifiée.

Par conséquent, des dilutions d'un sérum riche en SAA dans un autre sérum pauvre en

SAA sont utilisées pour étalonner les techniques [117, 284].

Ces ¢talons sont calibrés par densitométrie par rapport a des solutions de SAA purifiée,

rendant possible I'expression des résultats en unité de masse par unité de volume [87].

De plus, la SAA est peu immunogene (du moins chez le lapin et la chévre), rendant

délicate la production d'antisérums a haut titre en anticorps.
Chez les bovins la principale technique développée est une ELISA indirecte [24, 117].

Dans la méthode décrite par Boosman (1989) [24], la réaction est dirigée contre la
protéine amyloide A (AA) et non contre la SAA elle-méme. L'antisérum anti-AA est produit
chez le lapin et purifi¢ par double chromatographie. Des IgG de chévre anti-lapin couplée a

I'HRP permettent I'amplification.

En l'absence de sérum standard calibré, la concentration en SAA est exprimée en

pourcentage de l'absorbance du témoin négatif moins celle du témoin négatif.

Horadagoda et al. (1993) [117] ont purifiée la SAA bovine et ont élaboré un sérum
¢étalon calibré. Utilisant le fait que la SAA humaine réagit de fagon croisée et spécifique avec
la SAA bovine, les auteurs ont développé un ELISA indirect en utilisant un antisérum lapin

Anti-SAA humaine et des IgG de singe anti-lapin conjugées a I'HRP.
Le seuil de détection de la technique est de 3 mg/I.

Koets (1998) [145] décrit un autre ELISA indirect développé par Alsemgeest (1994) [4]
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utilisant un antisérum polyclonal de lapin anti-SAA bovine comme premiers anticorps et des

IgG de chevre anti-lapin couplée a 'HRP. Le seuil de détection de 5 mg/1.

Un ELISA indirect [164] multi-especes, applicable aux bovins [67, 69] a été mis sur le
marché en 2000 (Tridelta Development Limited, Greystones, Ireland). Son seuil de détection

est de 5 mg/l.

1.1.2 - Dosage de I'a-AGP.

Les premieres techniques ont fait appel a la précipitation du sérum par l'acide

perchlorique puis phosphotungstique et lecture au spectrophotométre [41]

Le dosage de 1'a;-AGP bovine est actuellement basé sur l'immunodiffusion radiale
simple développée par Iwata et al. (1987) [123] ainsi que par Tamura et al. (1988) [255] suite

a la production d'une solution étalonnée et d'anticorps polyclonaux chez le lapin.

Ces SRID, nécessitant de 24 a 48 heures de diffusion, permettent la détection de

concentrations de 50 mg/I d'a;-AGP.

Des kits de dosage sont commercialisés depuis quelques années (Bovine a;-AGPlate,

Saikin Kagaku Institute, Sendai, Japan).

1.1.3 - Dosage de la céruloplasmine

La concentration en Cp est estimée par l'activité oxydative du sérum sur le N,N-
diméthyl-p-phénylénédiamine a un pH et une température ou cette réaction est estimée
maximale (généralement a 37°C et pH entre 5.5 et 6.5) [41]. Elle est exprimée en unité
oxidase par millilitre, une unité correspondant a la quantité de céruloplasmine qui provoque

une augmentation de I'absorbance a 550 nm de 0.01 par minute.

Cette technique n'est pas standardisée, rendant difficile la comparaison des résulats entre

laboratoires.

Une immunodiffusion radiale simple basée sur un antisérum polyclonal de lapin a été
développée par Guillou (1988) [95]. Les concentrations sont données en pourcentage de la

réaction d'un sérum de référence.
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1.1.4 - Dosage de I'a4- protéase inhibitor (a4-Pl)

Le dosage de a;-PI a partir du lait ou du plasma est basé sur la capacité de cette
molécule a inactiver de fagcon dose dépendante 1'activité de la trypsine [41, 115, 161 ]. La
mesure se fait par lecture au spectrophotometre a 405 nm de l'intensité du chromogene libéré
par l'excés de trypsine (non activée par 1'a;-PI) en contact avec un substrat (N-
benzoylarginine-p-nitroanilide). La technique est ¢talonnée avec un sérum ou surnageant

standard de lait.

Des formes commerciales de ce test sont disponibles depuis 1985.

1.1.5 - Dosage du fibrinogéne

Plusieurs techniques ont ét¢ décrites [29] :

- M¢éthodes fondées sur l'analyse quantitative du caillot de fibrine (dosage de Ratnoff

et Menzie, mesure du poids du caillot...)

- Me¢éthodes basées sur la précipitation du fibrinogéne par un traitement thermique a
56°C (méthode de Schalm, de Millar...), par des sels ionorganiques concentrés, par

la glycine.

- méthodes chronométriques fondées sur le temps de coagulation plasmatique en

présence d'un exces de thrombine.
- dosages immunochimiques.

La méthode de référence est celle de Ratnoff et Menzie. Elle repose sur la mesure
quantitative du caillot de fibrine, formé a partir du fibrinogéne plasmatique sous l'action de la
thrombine [22, 29]. Le plasma, prélevé sur citrate ou EDTA est incubé en présence de
thrombine (100 U/ml de plasma) et de verre pilé. Le caillot formé adhére au verre, et apres
lavage et hydrolyse en milieu basique, sa concentration en tyrosine est déterminée par
spectrophotométrie a 650 nm. La concentration est obtenue en multipliant la concentration en

tyrosine par 11,7.

Cette méthode, trés fiable, est cependant rarement mise en ceuvre en raison de sa
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lourdeur [22].

Les méthodes fondées sur la précipitation du fibrinogene par l'action de la chaleur sont

beaucoup plus simples et fournissent des résultats satisfaisants en clinique.

Méthode de Schalm : le sang prélevé sur EDTA est réparti dans deux tubes a
hématocrite. Aprés centrifugation pendant 5-10 minutes a 2000 g, un des deux tubes est
laissé trois minutes au bain-marie a 56-58°C. La concentration en protéines est déterminée par
réfractrométrie sur les deux tubes. La différence entre les deux mesures est égale a la

concentration en fibrinogene [219].

Méthode de Millar : le traitement est le méme que dans la méthode de Schalm. Apres 3
minutes au bain marie, la longueur de la colonne de fibrinogéne (A) et celle de la colonne de
fibrinogéne + du sérum (B) sont mesurées sur le tube a hématocrite a la loupe binoculaire. Le
rapport A/B fournit une mesure volumétrique en fibrinogeéne. Le résultat en g/l s'obtient en
multipliant le rapport par 100 [22, 29]. La réalisation de plusieurs mesures est conseillée afin

d'obtenir une valeur moyenne.

Ces deux méthodes sous-estiment la concentration réelle en fibrinogéne, mais présentent
cependant une bonne corrélation avec la méthode de Ratnoff et Menzie (r = 0.72 pour la
méthode de Schalm et r = 0.93 pour la méthode de Millar) [29]. La méthode de Millar est plus

précise et d'une meilleure reproductibilité que celle de Schalm [22, 29].

Il - PARAMETRES DU LCR

Beaucoup de parametres cytologiques et biochimiques ont été analysés dans le LCR
[273] mais nous ne nous intéresserons ici qu'a ceux susceptibles d'étre utilisés comme

marqueurs de l'inflammation.

Les aspects pratiques du prélévement du LCR ont été décrits [77, 128, 228, 232, 273] et
nous ne nous y attarderons pas. Notons simplement que le prélévement en région lombo-
sacrée et préféré chez les bovins en raison de sa simplicité par rapport a la ponction atlanto-
occipitale qui nécessite une sédation et une contention de 1'animal parfois incompatibles avec

son état général, et difficilement réalisables en pratique courante. Bien qu'il soit parfois
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conseillé de réaliser le prélevement le plus pres possible de la localisation supposée de la
1ésion (ponction atlanto-occipitale pour une atteinte supposée de l'encéphale et lombo-sacrée
pour une lésion de la moelle épiniére caudale) [262], diverses études ne montrent pas de
différence de sensibilité entre les deux sites pour la détection des 1ésions de 1'encéphale [230,

232].

II.1 - ASPECTS MACROSCOPIQUES ET PHYSIQUES

Le LCR de l'animal sain est transparent et incolore. Un aspect rosé ou franchement
rougeatre signe une contamination sanguine lors du prélévement. La présence pathologique de
sang est mise en ¢évidence par une couleur jaune-orangé du LCR, appelée xantochromie, qui
apparait dans les 24 a 48 heures apres le passage de globules rouges dans le LCR. Elle fait
suite a la destruction des érythrocytes et a la libération de I'hémoglobine. Elle peut persister

jusqu'a 2 a 4 semaines apres le traumatisme vasculaire.

Un aspect spumeux du LCR quand il est secoué¢ est communément associ¢ a une
augmentation de la concentration des protéines totales [77]. Cependant cette modification

n'est perceptible qu'a partir de concentrations supérieures a 2g/1 [84].

Une augmentation de la turbidité signerait une concentration cellulaire supérieure a 200

leucocytes ou a 400 globules rouges par microlitre [77, 84, 262].

La pression du LCR est fortement modifiée lors d'atteinte centrale, mais n'est pas
spécifique d'une inflammation. Elle est dépendante de la position de 'animal, de la pression
vasculaire et de 1'état d'hydratation [128, 232, 262]. De grandes variations individuelles sont

observées chez 'animal sain.

Ces ¢léments sont cependant trés approximatifs. Scott et Penny (1993) [234],
n'observent d'ailleurs pas de corrélation entre l'examen macroscopique et les résultats

analytiques.

1.2 - ANALYSE CYTOLOGIQUE.

La cellularit¢ globale est évaluée a partir du LCR pur ou dilu¢ a l'aide d'un
hémocytometre ou d'une cellule de Malassez ou de Thomas. Le comptage cellulaire
différentiel s'effectue a partir d'un minimum de 20 éléments nucléés et nécessite la

concentration du LCR. par cytocentrifugation. En pratique courante, l'utilisation d'une
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chambre de sédimentation ou de méthodes de filtration membranaire garantit de bons résultats
[77, 128, 262]. En revanche la centrifugation simple abime les cellules et rend difficile

l'interprétation des lames [262].

L'analyse cytologique doit étre réalisée dans les 30 minutes apres le prélévement afin de
conserver la morphologie cellulaire [77, 262]. Selon Scott (1995) [232] un délai de 2 heures
est acceptable. Le seul comptage cellulaire global n'est pas affecté par un délai de 2 a 3 jours,

a condition que le prélévement soit conservé au froid positif [228].

Les colorations sont celles communément utilisées pour la cytologie (Wright-Giemsa,

May-Grunwald-Giemsa, Leishman...)

Les cellules nucléées rencontrées sont les suivantes : polynucléaires (principalement

neutrophiles et €éosinophiles) et mononucléaires (lymphocytes et monocytes /macrophages).

Physiologiquement, les érythrocytes sont absents du LCR des bovins comme des autres
especes de mammiferes. Leur présence signe une lésion des capillaires de I'arachnoide.
Cependant, la contamination sanguine, fut-elle minime, semble inévitable lors du
prélevement. La différenciation entre une contamination iatrogéne et un processus
pathologique se fera selon des critéres macroscopiques et microscopiques : la lyse rapide des
globules rouges et la libération d'hémoglobine dans le LCR conduit a 1'apparition en quelques
heures d'une xantochromie (= couleur jaunatre) qui persiste plus de 10 jours apres le
traumatisme [84]. Des images de phagocytose des érythrocytes par les macrophages du LCR

seront aussi présentes en cas de processus pathologique.

Selon certains auteurs [262, 273], il ne semble pas que les valeurs des protéines totales
et des leucocytes soient affectées par une contamination sanguine lorsque que le nombre de

globules rouges n'excéde pas 12000 a 20000 /pl.

1.3 - _ANALYSE BIOCHIMIQUE

L'analyse biochimique du LCR est réalisée sur prélevement récent (inférieur a deux
heures). La réfrigération voire la congélation peuvent étre envisagées dans le cas ou l'analyse
immédiate n'est pas réalisée. La conservation du LCR nécessite cependant la séparation des

cellules afin d'éviter la contamination par les protéines issues de leur lyse [128].
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11.3.1 - Protéines : albumine, globulines et protéines de la phase aigué

Le dosage des protéines totales s'effectue par diverses méthodes, dont la plus précise est
celle du pyrogallol [232]. Les treés faibles concentrations observées méme lors de processus
pathologique ne permettent pas l'utilisation du réfractométre, dont la limite inférieure de
mesure fiable est de 2,5 a 3,0 g/l. La bandelette urinaire donne une appréciation tres rapide et
pratique mais la sensibilité (75 %) et la spécificité (80 %) de cette technique sont moyennes

pour les concentrations inférieures a 2 g/l [125].

L'analyse précise des différentes fractions protéiques (albumine et globulines) se fait
généralement par électrophorése en gel d'agarose. Cependant, elle n'est pas réalisée en
routine, du fait de son faible apport diagnostique chez les ruminants [230, 232]. Ainsi, dans
une ¢tude sur diverses atteintes nerveuses centrales des ovins, comprenant la
polioencéphalomalacie (n= 4), les méningites bactériennes néonatales (n=8), la listériose
(n=4), et la tremblante (n=13), aucune différence significative entre les différentes fractions
d'immunoglobulines (0 ; O, ; B; B2 et y-globulines) n'a pu étre mise en évidence entre ces

maladies ni entre les malades et le groupe témoin [230].

Une appréciation rapide de la concentration gloabale du LCR en immunoglobulines peut
étre réalisée a l'aide du test de Pandy [43, 128, 234]. Une goutte de LCR est ajoutée a 1 ml
d'une solution saturée de phénol. Si la solution devient bleu-blanchatre et trouble, la

concentration en globulines est augmentée.

L'analyse des protéines de la phase aigué dans le LCR de patients atteints de méningites
est réalisée depuis une dizaine d'années en médecine humaine. Les concentrations étant de
100 a 1000 fois plus faibles que dans le sérum, seules des techniques trés sensibles (ELISA,
agglutination sur billes de latex, techniques néphélométriques) permettent leurs dosages [192,

241, 242]. Ces dosages n'ont a leur actuelle pas été mis en ceuvre en médecine bovine.

11.3.2 - Autres parameétres biochimiques

L'activité créatine kinase est considérée comme un marqueur potentiel de l'inflammation
chez le cheval [80]. Cependant, une augmentation non spécifique de la CK est observée lors
d'atteinte bactérienne, parasitaire, virale, tumorale, dégénérative, et métabolique chez

plusieurs especes domestiques dont les bovins [281]. L'utilité de cette analyse n'est cependant
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pas démontrée chez les ruminants en raison de sa faible spécificité¢ [80, 232]. De plus, la
contamination, méme minime, du prélévement par la CK sanguine conduit a des faux positifs

[107, 262].

Selon plusieurs auteurs, la concentration en glucose du LCR, comparée a celle du sérum,
est diminué lors d'atteinte bactérienne [128, 183]. Les valeurs normales sont comprises entre
60 et 80 % de la glycémie, et seraient inférieures a 50 % lors de méningite bactérienne.
Cependant ce ratio est fortement dépendant des variations de la glycémie, et pour cette raison

ne semble pas étre un marqueur spécifique de l'inflammation [76, 152, 262].
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lll - PARAMETRES DU LAIT

Parmi les nombreuses modifications du lait provoquées par un état inflammatoire de la
mamelle, nous étudierons plus particulicrement les altérations de la cellularité et du taux des

protéines de la phase aigué.

.1 - COMPTAGES CELLULAIRES

111.1.1 - Comptage des cellules somatigues (Somatic Cell Count = CCS)

Bien que possible sur le lait de quartier, le comptage cellulaire est réalisé en pratique sur
le lait de mélange des quatres quartiers par les laboratoires et laiteries. IL fait appel a des
techniques automatisées de comptage des noyaux cellulaires (systeme Fossomatic), d'analyse
d'images de microscopie en épifluorescence (systeme Cobra), ou encore a la spectroscopie

dans le proche infra-rouge.

Le comptage cellulaire est actuellement la technique de routine de référence pour la

détection des mammites sub-cliniques.

111.1.2 - Californian Mastitis Test (CMT)

Le CMT est un test qui se pratique a 1'étable sur le lait de quartier pour la détection des
mammites subcliniques. Il consiste a mélanger dans une coupelle 1 a 2 jets de lait a une
quantité égale d'un réactif a base de Teepol. L'agglomération de 'ADN suite a la lyse des
cellules somatiques est a 1'origine de la formation d'un précipité dont l'importance et 1'aspect

sont fonction de la concentration cellulaire du lait.

Cette méthode est moins précise que le CCS mais possede l'avantage de donner un
résultat immédiat et d'étre réalisable sur le terrain. De plus, contrairement a I'utilisation qui est

faite en routine du CCS, elle permet d'identifier le ou les quartier(s) atteints.

La corrélation avec le CCS est sujette a débat et variable selon les auteurs (r =0.65 ar =

0.89) [214].
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111.1.3 - Comptage cellulaire différentiel (Différential Cell Count = DCC)

L'inflammation du parenchyme mammaire est a l'origine d'une augmentation importante
du taux de polynucléaires neutrophiles, qui passe de 5-12 % a 33-90 % du nombre total de

cellules somatiques [47, 141, 215, 276].

Le DCC est réalis¢ par des techniques de cytométrie en flux, qui nécessite un
appareillage réservé aux laboratoires spécialisés [73, 198]. A l'heure actuelle, de telles

techniques n'ont pas d'application pratique courante.

Il.2 - PROTEINES DE LA PHASE AIGUE

Le dosage de ces protéines a été évalué pour la détection des mammites sub-cliniques ou

cliniques.

Le dosage de I'albumine est généralement réalisé par des techniques immunochimiques.

La corrélation avec le CCS est bonne (r = 0.742) [115, 116].

Le dosage de 1'a;-Antitrypsin est réalisé¢ de la méme facon que dans le plasma (voir page
B6). La corrélation avec le CCS et le taux d'albumine sont bonnes (respectivement r = 0.766 et

r = 0.888) [116]).

Le dosage de 1'haptoglobine et de la SAA est réalis¢ de la méme facon que dans le
plasma. L'activité péroxydasique ¢élevée dans le lait est due a la lactoperoxydase et interfere
avec les techniques biochimiques basées sur la mesure de l'activité péroxydasique du
complexe Hp-Hb en milieu acide [69]. Seules les techniques immunochimiques ELISA et

SRID ont été validées [91]. La SAA peut elle aussi étre mesurée par ELISA [67, 69, 91].

Une étude préliminaire a montré que le dosage de 1'a;-AGP dans le lait ne donne pas de
résultats concluants. Il n'y a pas de différence significative entre les valeurs obtenues chez les

sujets sains et les sujets malades [67].

I11.3 - AUTRES PARAMETRES

De nombreux autres parametres ont été proposées comme outils diagnostiques pour la
détection des mammites sub-cliniques. L'augmentation de la concentration de la N-acétyl-f3 D

glucosaminidase (NaGase), la modification de la conductivité du lait, la diminution de la
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concentration en glucose on ainsi fait 1'objet de nombreux travaux [18, 19, 189, 238, 291]. Ces

différentes techniques ne seront pas développée dans la suite de ce travail.

IV - ANALYSE DU LIQUIDE ABDOMINAL

IV.1 - TECHNIQUE DE PRELEVEMENT

Les aspects techniques de la paracentése abdominale sont décrits par plusieurs auteurs [9,
108, 147, 186, 280] et ne seront pas revus ici. Signalons toutefois que le lieu de ponction sera
de préférence choisi en fonction de la localisation de la Iésion supposée, particulierement lors
d'affection chronique. En effet, lors d'atteinte aigué ou d'exsudat abondant, la paracentése est
généralement couronnée de succes. En revanche, lors de phénomeéne chronique, les quantités
de liquide sont généralement faibles et/ou encloisonnées dans des logettes fibreuses. La
ponction d'un seul site s'avere alors généralement infructueuse. Kopcha et Schultze (1991)
[147] préconisent la paracentese systématique des quatre cadrans de la cavité abdominale afin
d'augmenter les chances de recueillir une quantité suffisante de liquide a soumettre a l'analyse
: cadrans antérieurs droit et gauche en arriere de 1'appendice xyphoide et 7 centimetres de part
et d'autre de la ligne médiane ; cadrans postérieurs droit et gauche juste en avant de l'insertion

de la mamelle sur la paroi abdominale, de part et d'autre de la ligne blanche.

Deux a trois millilitres de liquide sont suffisants. Le recueil sur tube EDTA ou hépariné
évite la coagulation et autorise une analyse différée de quelques heures si le prélévement est

conservé au réfrigérateur.

IV.2 - MARQUEURS D'INTERET DIAGNOSTIQUE

IV.2.1 - Aspects macroscopiques

La couleur, 'odeur, la turbidité et la présence d'¢léments figurés sont appréciées. Ces
parametres permettent d'avoir une idée immédiate du caractere exsudatif du liquide receuilli.
Un aspect trouble, avec une turbidité augmentée signe une forte augmentation de la cellularité
et du taux de protéines totales. Une couleur franchement rosée témoigne d'une contamination

sanguine lors du prélévement. Un liquide de couleur verdatre, avec des fibres alimentaires en
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grande quantité sera obtenu lors de la ponction d'un organe digestif (rumen, réseau, caillette,

intestin).

IV.2.2 - Parameétres cytologigues.

Le nombre de leucocytes totaux est ¢valué a I'aide d'un compte globule ou d'une cellule
de Malassez ou de Thomas. Pour ces derniéres techniques, compte tenu de la cellularité

élevée (entre 2000 et 10 000 cellules/pl), une dilution au 10° ou au 100° est nécessaire.

L'examen cytologique est réalis¢ a partir d'é¢talements directs sur lames ou apres
centrifugation du prélévement. Selon Kopcha et Schultze (1991) [147], l'utilisation d'une
centrifugeuse a sérum ou plasma est possible car elle ne dénature pas la morphologie des
cellules. Les colorations classiques de la cytologie sont utilisées. Le comptage cellulaire
différentiel est réalisé ; la morphologie cellulaire ainsi que la présence de bactéries et/ou de
fibres alimentaires sont évaluées. Le comptage cellulaire différentiel est parfois rendu difficile

par l'existence de fantomes cellulaires en grand nombre.

IV.2.3 - Paramétres biochimiques

La teneur en protéines totales peut étre appréciée de facon fiable par réfractométrie en

raison de la richesse du liquide abdominal (> 10 g/l).

Le dosage du fibrinogeéne est peut utilisé est difficilement réalisable en pratique courante

compte tenu des faibles concentrations présentes dans le liquide abdominal [108].

Le dosage des autres protéines de la phase aigu€ n'est a I'heure actuelle pas réalisé¢ dans
le liquide abdominal chez les bovins. Cependant, le développement de techniques tres
sensibles (ELISA par exemple) pourrait permettre 1'évaluation du taux d'haptoglobine et de
SAA [138]. L'intérét diagnostique des ces deux marqueurs n'a, pour l'heure, pas été évalué¢ en
médecine bovine, mais pourrait s'avérer complémentaire du dosage du taux protéique total

(Eckersall, communication personelle).
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DEUXIEME PARTIE

PHYSIOPATHOLOGIE DES MARQUEURS DE L'INFLAMMATION
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V - SYNTHESE ET RECRUTEMENT DES MARQUEURS

V.1 - MOBILISATION DES LEUCOCYTES

V.1.1 - schéma général (figure 2)

Au sein du foyer inflammatoire, l'activation des macrophages et conséquement des
cellules endothéliales et des fibroblastes, et I'activation des lymphocytes T par la
reconnaisance de(s) antigéne(s) conduit a la libération dans la circulation sanguine de
nombreuses cytokines parmis lesquelles I'IL-1, 1'[L-3, 1'[L-5, I'[L-6 le G-CSF (Granulocyte
Colony Stimulating Factor) et le GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Stimulating Factor).

Ces cytokines agissent au niveau de la moelle osseuse en diverses combinaisons et sont a
l'origine de la différentiation et de la maturation accrue des cellules souches (CFU-GM :
Colony Forming Unit - Granulocyte Macrophage) dont sont issues les différentes lignées de

granulocytes (neutrophiles, éosinophiles et basophiles) et les monocytes/macrophages.

Chez les bovins, le role du G-CSF est appuru comme prépondérant dans 1'accéleration de

la granulopoicse [45, 195].

Le passage des granulocytes dans la circulation sanguine se fait sous l'action des facteurs
de libération (GRF : Granulocytes Releasing Factor) spécifique de chaque lignée (NRF :
Neutrophil Releasing Factor ; ERF : Eosinophil Releasing Factor ; BRF : Basophil Releasing

Factor).

Les actions des différentes cytokines sont schématisées dans la figure 2.
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Figure 2 : schéma simplifié de I'activation de la granulopoiese suite a I'inflammation d'aprés [168].
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V.2 - SYNTHESE DES PROTEINES DE LA PHASE AIGUE

V.2.1 - Schéma général

a) Synthése hépatique (figure3)

Suite a leur activation au sein du foyer inflammatoire par les virus, les endotoxines
bactériennes ou la destruction tissulaire, les macrophages produisent un grand nombre
d'interleukines, dont I'lL-1, I'lL-6 et le TNFa. Ces cytokines "pro-inflammatoires" activent les
les leucocytes (neutrophiles, lymphocytes, et monocytes), les cellules endothéliales, et les
fibroblastes qui produisent a leur tour diverses cytokines. Les cytokines libérées dans la
circulation sanguine agissent sur les hépatocytes et induisent la syntheése des protéines de la
phase aigué€. En outre, la stimulation de l'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien par I'[L1 et
le TNFa conduit a la production de glucocorticoides endogenes. Ceux-ci exercent a la fois
une action positive sur la synthése hépatique des PPA et un rétrocontrole négatif sur la

réaction inflammatoire locale et systémique (fleches discontinues).

b) Syntheése extra-hépatique (tableau 4)

L'existence d'une synthése extra-hépatique, induite par l'inflammation, de certaines
protéines de la phase aigué a ét€¢ mise en évidence chez la souris, le rat, le hamster et I'hnomme
[78, 261, 265, 266]. La signification de cette expression est mal connue. Selon Uhlar et al.
(1999) [265], elle permettrait une défense locale immédiate au sein du foyer inflammatoire,

avant que la synthése hépatique ne soit induite.
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Figure 3 : mécanisme général de l'induction de la synthése des protéines de la phase aigué lors de la
réaction inflammatoire chez les bovins (modifié d'aprés Gruys, 1994[92]).
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Tableau 4 : sites extra-hépatiques de synthése de la A-SAA et de I'a-AGP.

Type cellulaire ou organe a4- AGP A-SAA Références

Rein : cellule épithéliales + +

Adipocytes +

Rate : cellules épithéliales + +

CEsophage : cellules épithéliales +

lléon : cellules épithéliales + +

Estomac : cellules épithéliales + +

Colon : cellules épithéliales + +
Prostate : cellules épithéliales +

[78, 265, 266]

Tissu mammaire : cellules épithéliales + +
Fibroblastes pulmonaires +
Pneumocytes Il +

Macrophages alvéolaires + +

Monocytes/macrophages + +

Lymphocytes + +
Granulocytes +

Muscles lisses +

Synoviocytes (arthrite rhumatoide) + [187]
Cellules endothéliales + + [187, 265, 266]

Encéphale : neurones,

Cellules de Purkinje + [261]
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V.2.2 - Action des cytokines et des glucocorticoides

a) _Les cytokines

In vivo, chez le rat, 15 minutes aprés une injection intraveineuse, 41 % de 1'lL-6, 33% du
TNFa et seulement 8% de I'I[L-1p injectées apparaissent dans le foie [97]. Ceci indique que
les hépatocytes sont une cible privilégiée des cytokines de l'inflammation. Bien que de
nombreux autres facteurs aient été recense€s, ces cytokines sont a I'heure actuelle considérées

comme les principaux médiateurs pouvant activer la synthése des protéines de la phase aigué.

e Les groupes I et II chez I'homme

Chez 'hnomme, une classification basée sur les différences de profil de stimulation des
protéines de la phase aigu€ par les principales cytokines pro-inflammatoires a été proposée
par Baumann et Gauldie (1994) [14] : la production des PPA de type I (a;-AGP, la SAA, la
CRP, protéine Cs; du complément ) serait principalement sous la dépendance des cytokines de
type IL-1 (I'IL-1B, IL-1a, TNFa, et TNF[). L'IL-6 agirait de fagon synergique avec le TNFa
et I'IL-1.

La synthése des PPA de type II, (chez I'homme : fibrinogéne, haptoglobine, O,-Protéase
Inhibitor, a;-Antichymotrypsine et 0, Macroglobuline) serait stimulée par les cytokines de
type IL-6. L'IL-6, I'lL-11, le LIF (Leukemia Inhibitory Factor), I' OSM (Oncostatin M), le
CNTF (Ciliary NeuroTrophic Factor) font partie de ce groupe, en raison de leur similitude
d'action. L'IL-1 et le TNFa ne stimuleraient pas la production des PPA de type 2, et auraient
méme une action inhibitrice sur la production des PPA de ce groupe (fibrinogeéne par

exemple).

Cette classification a ét¢ établie a partir d'hépatome humain (HepG2, HuH7) [157, 208]
ou murin (H 35) [15]. Il semble qu'il y ait de grandes différences selon la nature et la lignée
des hépatocytes mis en culture [105, 155]. Dans un mod¢le d'hépatome humain HuH 7, L'IL-
1B s'est révélée étre la principale cytokine promotrice de la synthése de la SAA [208] tandis
que I'IL-6 et le TNFa avaient une action additive a I'lL-1. Dans une autre ¢tude [30], seule
I'IL-6 a été capable d'induire la production de la quasi totalit¢ des PPA (dont la CRP et la
SAA) a partir d'hépatocytes humain. En revanche, 1'IL-13 et le TNFa n'ont eu qu'une action
limitée et n'ont pas stimulé la synthése de CRP et de SAA.
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Il semble a I'heure actuelle que I'L-6 soit le principal agent de la régulation de la
synthése des PPA par les hépatocytes humains [30, 96, 105]. I'IL-1[3 et le TNFa potentialisent
l'effet de 1'lL-6 pour certaines PPA (SAA, CRP et a;-AGP en particulier) tandis qu'elles
dépriment I’action de I’IL-6 sur la synthése de certaines PPA comme le fibrinogéne (Tableau]
B [14, 81, 148].

Tableau 5 :Régulation de la synthése hépatique des différentes protéines de la phase aigué par les
cytokines IL-6 ; IL-1[3 et TNFa chez 'homme d'aprés [105].

IL-6 IL1B  TNFa
CRP 71 0* 0*
SAA 71 0* 0*
04-AT 1 0 0
a4-AGP 1 0* 0
Haptoglobine 11 0 0/ -
Fibrinogéne 11 - -
Albumine - - -
Transferrine - - -
Fibronectine - 0 0
0-, macroglobuline 0 0 -

Légende : 111 ; 11 ;1 : augmentation de la synthése marquée, modérée, Iégére ; 0 : pas d'influence ; -
- inhibition de la synthése ; * : action synergique avec IL-6.

Les difficultés a démontrer I'action respective des différentes cytokines pro-
inflammatoires proviennent des multiples interactions entre ces médiateurs. Chez I’homme
I’IL-1B et le TNFa induisent la production d’IL-6 par les macrophages [48, 105], celle-ci
exercant un rétrocontrole négatif en réduisant la libération d’IL-1 et du TNFa [81]. La
présence de macrophages au sein du parenchyme hépatique, plus ou moins bien exclus lors de
la mise en culture des hépatocytes, peut aussi expliquer I'existence de résultats contradictoires

lors d'étude in vitro.

In vitro, d’autres cytokines, qualifiées d' «anti-inflammatoires » ont montré une action
inhibitrice sur la synthése des cytokines pro-inflammatoires. Il s'agit principalement de 1'lL-4,
de I'IL-10 et de I'IL-13 [130, 153]. Elles agiraient en réduisant l'activation des facteurs de

transcription de ces cytokines, en augmentant le catabolisme de leur ARN messager ou
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directement en réduisant 'activité du facteur de transcription NF-KB par préservation de son

inhibiteur Ix-B [150].

e Actions des cytokines chez les bovins

Les cytokines principalement explorées chez les bovins sont I’'IL-1[3, IL-6 et le TNFa en
raison de leur libération massive dans la circulation sanguine lors de réaction inflammatoire.
[181, 243, 274]. Les études rapportées ont été réalisées in vivo et depuis peu in vitro, a partir

de cultures d’hépatocytes bovins.

Ces trois médiateurs ont, comme chez ’homme, une action promotrice sur la synthése et
la libération des PPA bovines [6, 12, 88, 180, 182]. Cependant, par rapport aux modeles

humains et murins, les données disponibles chez les bovins appaissent différentes.

L’IL-6 joue un role majeur dans I’induction de la synthése hépatique des PPA, mais les
protéines induites par cette interleukine ne sont pas les méme suivant le mode¢le utilisé (in
Vvitro ou in vivo), la nature de I’IL-6 (recombinante humaine ou bovine), les doses, les voies
d’administration (intraveineuse ou sous-cutanée), la durée d’exposition (une seule ou

plusieurs injections ou encore perfusion lente sur plusieurs jours).

Ainsi I'administration prolongée d’IL-6 recombinante humaine a des veaux (perfusion
intra-veineuse continue de 1,3.107 U de RhIL-6 dans 2 ml de milieu & raison de 0.01 mLh™
pendant 7 jours), induit une augmentation marquée de la concentration d’haptoglobine et du
fibrinogene entre le deuxieme et le douziéme jours post-injection [182]. Les concentrations en
0;-AGP sont restées inchangées. L'augmentation observée était beaucoup plus importante que
lors de l'administration d'une dose équivalente d'RhIL-6 (1,3.107 U), 2 fois a 24 heures

d'intervalle.

Ces résultats semblent confirmés par une étude in vitro [180]. L'addition de RhIL-6
(entre 10 et 1000 U.ml™ de milieu, pendant 24 heures) a des cultures d’hépatocytes bovins,
seule ou associ¢e au TNFa (mémes doses), entraine une augmentation significative de la

quantité d’haptoglobine retrouvée dans le milieu de culture.

En revanche, dans un autre modéle in vitro [6], I'IL-6 seule ne s’est pas révélée capable
d’induire la synthése d’Hp méme a forte dose (100 2 900 U.ml” de milieu) tandis qu’elle

provoquait 1’augmentation de la SAA. Cependant, I’association synergique de 1’'IL-6 et du
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TNFa conduisait a une synthése accrue de ces deux PPA.

L’action du TNFa et de I’IL-1f3 sur les cellules hépatiques reste encore trés floue dans
I’espece bovine. Il semble que le TNFa seul puisse induire la synthése de certaines des PPA,
dont I’Hp et la SAA [6, 180] et qu’il agisse en synergie avec I’IL-6 [6]. Les données
concernant I’IL-1[3 sont trés peu nombreuses et contradictoires. Alors que Nagakawa-Tosa et
al. (1995) [180], utilisant de la RhIL-1[3, n’obtiennent pas d’augmentation de I’Hp in vitro
quelle que soit la concentration utilisée, 1’étude in vivo de Godson et al. (1995) [88] tend a
montrer au contraire que la RboIL-1[3 exerce une action fortement promotrice pour I’Hp, le
fibrinogene, I’0;-AGP et ceci de fagcon dose-dépendante. Cependant I’IL-1 peut induire la
production d’IL-6 chez ’homme [48] et de telles interactions, difficilement contrélables lors

de I’utilisation d’un modéle in vivo, existent vraisemblablement chez les bovins.

b) _Les glucocorticoides

L’effet des glucorticoides est double et partiellement contradictoire. Ils exercent une
action positive sur la syntheése hépatique des PPA, et il en réduisent I'expression soit par
action directe sur les hépatocytes, soit indirectement par inhibition de la synthése de cytokines

pro-inflammatoires par les monocytes/macrophages [14, 130, 175, 269].

Ainsi ’adjonction de dexaméthasone (10 & 10° M), et dans une moindre mesure de
cortisol (10™ & 10°® M), dans le milieu de culture d’hépatocytes bovins, induit la production
d’haptoglobine [106, 179, 288]. Les concentrations en Hp étaient de 7 a 100 fois supérieures a
celles mesurées en I’absence de corticoides. Outre cet effet direct, les glucocorticoides et les
métabolites du cortisol (hydrocortisone) potentialisent l'action des cytokines pro-

inflammatoires sur les hépatocytes [6].

En revanche, le cortisol endogene, de méme que la dexaméthasone sont connus pour
leurs propriétés immuno-modulatrices et anti-inflammatoires. Les glucocorticides inhibent la
synthese d'IL-6 par les macrophages, les cellules endothéliales et les fibroblastes [269], et de
I'IL-1pB et du TNFa par les macrophages et les neutrophiles [14, 130].

c) Autres facteurs de régulation

Des facteurs de régulation autres que les cytokines et les glucocorticoides ont été¢ mis en

¢vidence. Certains facteurs hormonaux, comme le HGF (Hepatocyte Gowth Factor) ;
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I'hormone de croissance (GH - Growth Hormone) ont des actions inhibitrices ou promotrices

selon les especes et les cellules cibles concernées [53, 94, 175].

Les oestrogénes, la prostaglandine F2a, le leucotriéne B4, le LPS, l'insuline, les produit
de l'oxygene actifs, le potentiel rédox de surface.... sont d'autres ¢léments qui ont un effet

promoteur ou répressif mineur sur la syntheése des PPA [46, 96, 240].

Ces travaux, bien qu’ils n’aboutissent pas forcément aux méme résultats mettent

cependant en évidence quelques points importants :

1- L'IL-6, le TNFa et I’'IL-1PB, les glucocorticoides et les autres facteurs agissent en
combinaisons additives, synergiques ou inhibitrices extrémement complexes qui sont encores
mal connues chez les bovins. Ces multiples combinaisons sont propres a chaque espece et a

l'origine de la variabilité des profils de syntheése des PPA entre les espéces [6, 88, 180].

2- La classification des PPA en type I et II suivant le profil de cytokines, proposée pour

I'homme, la souris et le rat [14], peut difficilement s’appliquer a I’espéce bovine [180].

3- L'IL-1B et I'IL-6 agiraient de facon dose-dépendante tandis que l'activité du TNFa
diminuerait au-deld d’une valeur seuil [6, 180]. Si ’on considére qu’une réaction
inflammatoire génére d’autant plus de cytokines qu’elle est intense et étendue, il paraitrait
donc logique qu' existe une relation, au moins théorique, entre les concentrations sériques des

PPA et la gravité des signes cliniques et/ou I'étendue des 1ésions tissulaires.

4- Les raisons évoquées pour expliquer les résultats discordants entre les différentes
¢tudes sont nombreuses. En particulier le fait d’utiliser de I’IL-6 recombinante humaine chez
les bovins ne permet pas de savoir avec certitude si elle agit de fagon identique a une cytokine
recombinante bovine. Les résultats obtenus a partir d'RbolL-13 [88] sont prometteurs et
mériteraient d'étre étendus a des modeles in vivo. En outre, in vivo, les multiples interactions
entre les différents médiateurs de l'inflammation sont difficilement controlables, rendant

difficile la comparaison des études menées in vivo et in vitro.
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V.2.3 - Mécanismes intracellulaires

Les connaissances concernant les mécanismes intracellulaires d'induction et de
répression de la synthése des différentes protéines de la phase aigu€é ont considérablement
progressées ces quinze dernieres années chez 1'homme, le lapin, la souris et le rat (revues
compléetes dans [78, 130, 155, 265]. En ce qui concerne l'espéce bovine, cet aspect de la
régulation des PPA reste encore pratiquement inexploré. Les données présentées ci-dessus
sont donc principalement relatives a I'homme et aux animaux de laboratoire. Malgré des
différences probables, les mécanismes intracellulaires semblent étre relativement proches

chez les mammiféres.

a) _Induction

La synthése et la libération des PPA par les hépatocytes est régulée au niveau

transcriptionnel et traductionnel.

e  Régulation transcriptionnelle (figure 4)

Les cytokines inductrices se lient de fagon spécifique a leur récepteur membranaire (IL-
6R, IL-1R et TNF-R). Il semble exister de nombreuses voies métaboliques conduisant a la
transcription des génes codant pour les PPA, suivant la nature des cytokines inductrices et des
facteurs de transcription mis en jeu. Ces facteurs de transcription sont des protéines
nucléaires et/ou cytoplasmiques qui préexistent avant toute inflammation. Lors
d'inflammation, ils sont activés par des protéines kinases. En outre, leur nombre peut

augmenter par la transcription accrue de leur(s) gene(s) lors d'inflammation [155].

Parmi les facteurs de transcription décrits ces derni€res années, trois familles semblent
étre prépondérantes : celle des STAT (Signal Tansducer and Activator of Transcription) avec
en particulier le STAT;, encore appelé APRF (Acute Phase Response Factor) ; celle des NF-
IL6 (Nuclear Factor pour I'IL-6) encore appelé C/EBP(0,B,6) (CAAT-Enhancer Binding
Protein), et la famille du NF«xB (Nuclear Factor Kappa B).
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* Voie IL-6 — JAK; — STAT (figure4, ©)

La similitude de réponse de biosynthése des PPA avec les cytokines du type IL-6 (IL-6,
IL-11, LIF, OSM, CNTF) provient du fait que leurs récepteurs membranaires (IL-6Ra,
IL11R...) ou solubles (sIL-6R, sIL11R...) s'associent avec une protéine messagere
transmembranaire comprenant au moins une sous-unité gp130 [14, 74, 175]. La formation du
complexe cytokine-récepteur conduit a la phosphorylation des sous-unités gpl30 et a
l'activation des tyrosines kinases cytoplasmiques du type JAK, (Junus Associated Tyrosine
Kinases). Ces kinases sont responsables de la phosphorylation des facteurs de transcription de
la famille des STAT (Signal Transducers and Activators of Transcription), dont STAT; [104,
175]. Ceux-ci s'associent alors en homo- ou hétérodiméres et pénétrent dans le noyau ou ils
reconnaissent une séquence consensus de I'ADN (CTGGGA) des PPA de type Il conduisant a
la transcription de ces genes [14, 74, 105, 155].

* Voie IL-1/ IL-6 — MAP Kinases — NFIL-6 / NFIL-6f (figure 4, ®)

Cette voie est commune a I'[L-6 est a 1'L-1. La liaison de ces médiateurs a leurs
récepteurs membranaires est a l'origine d'une cascade métabolique conduisant a l'activation
des protéines kinases du type MAP Kinase (Mitogen Activated Protein Kinase). Le facteur de
transcription NFIL-6 (encore appelé C/EBP3 pour CAAT-Enhancer Binding Protein 3) est
alors phosphorylé par ces kinases activées, pénétre dans le noyau et reconnait une séquence
consensus (CAATP) dans la région promotrice des génes des PPA de type I et certaines du

groupe II [14, 74, 130, 155, 175].

NFIL-6 induit aussi la transcription des génes du facteur de transcription NFIL-6[3
(C/EBPd) qui, une fois synthétis¢ et phosphorylé, pénétre dans le noyau et contribue a la

transcription des protéines de la phase aigué de type I et II (dont la SAA) [130].

* Voie IL-1/ TNFa — NFxB-IkB (figure 4, ©)

Cette voie est 1'une des voies majeures de l'induction de la synthése des PPA de type I,
en particulier la SAA et 1'0,-AGP [14, 78, 130, 265]. A 1'état normal, les protéines NFxB
(association de deux sous-unités, principalement p50 et p65) sont inactivées par le facteur IxB
(Inhibitor kB) et sont séquestrées dans le cytoplasme. La liaison de 1'IL-1 et du TNFa a leur

récepteurs (IL-1R et TNF-R) conduit, par l'intermédiaire de kinases (IkB Kinases) a la
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phosphorylation de IkB. Cette phosphorylation conduit a la reconnaissance et a la dégradation
de IKB par une série de protéases. Libéré de son inhibiteur, NFxB peut alors pénétrer dans le
noyau, ou il phosphorylé par la Mitogen Associated Proteinase K (MAPK) et la Proteinase K
(PKA). Enfin, il se lie a une séquence spécifique dans la région promotrice des génes des PPA

de type I et induit leur transcription [158].

De nombreux autres facteurs de transcription extra-hépatiques ont été décrits,
principalement pour la SAA (Spl, AP-2, SAF), qui est la PPA la plus explorée a I'heure
actuelle chez I'homme compte tenu des implications pathologiques lors de processus

chroniques (athérosclérose, amyloidose, arthrite rhumatoide) [205, 206, 265].

Les sites de liaison des différents facteurs de transcription sont représentés de facon
différentes dans les séquences promotrices des PPA selon les espéces. Ainsi STAT; possede
un site de liaison dans les génes de I'a, macroglobuline humaine et du rat, mais pas chez la
souris. En outre, certaines PPA posseédent des séquences consensus de plusieurs facteurs de
transcription dans leur zone promotrice. Chez I'homme, par exemple, les sites de liaison du
NFKB et de NF-IL6[ et NF-IL63 sont présents dans les génes de la SAA,, ce qui
expliquerait l'action synergique de 1'IL-1 et de I'IL-6 [130, 155].

Cette diversité des schémas d'induction et de transcription serait en partie a l'origine des

différences des profils de réponse en PPA observées entre les especes.

e  Régulation traductionnelle

En présence d'une inflammation et/ou de la stimulation des cytokines pro-inflammatoires
in vitro, on observe une augmentation de la stabilité des ARN messagers des PPA. Ceci serait
da a l'existence d'une séquence poly-Adénosine en 5', plus longue lorsque les hépatocytes sont
stimulés par l'inflammation, rendant les ARNm moins sensibles aux exonucléases

cytoplasmiques [130]. Ce phénomene a été décrit pour les ARNm de la SAA et de I'a,-AGP.

En outre, il se pourrait que ces exonucléases soient absentes ou dégradées lors

d'inflammation [130].

Une autre composante de la régulation post-transcriptionnelle des PPA concerne leur
degré de glycosylation, qui détermine leur sécrétion dans la circulation sanguine et affecte

leur fonctionnalité. Ce phénomene est sous le controle des différentes cytokines et des
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glucocorticoides [155, 156].

b) Arrét de la synthése

La résolution de l'inflammation conduit a la réduction de la stimulation des hépatocytes
par les cytokines pro-inflammatoires et par voie de conséquence a la diminution de la
synthése des PPA. Cependant, de nombreux phénomeénes intracellulaires agissent aussi dans
ce sens et interviennent sur la transmission du signal de transcription (récepteurs antagonistes
et récepteurs "appats") et sur la transcription elle-méme (inhibiteurs des facteurs de

transcription et facteurs de répression de la transcription).

e  Régulation de la transcription

* Inhibiteurs des facteurs de transcription

Ces inhibiteurs agissent en dissociant les facteurs de transcription (famille des STAT,
NF-IL6 et NFkB) de leur séquence consensus présente dans la région promotrice des genes
des PPA. Pour la SAA, la protéine IkBa remplit ce rdle (figure 5). Une zone de liaison pour
NF«B a été en effet mise en évidence dans la zone promotrice du géne codant pour IkB. Une
fois synthétisé puis phosphorylé, IkBa intégre le noyau, ou il se lie & NFxB. Cette liaison
entraine la dissociation de NFkB de 'ADN cible et I'exportation du complexe NF«kB-IxBa
vers le cytosol [130].

Pour les autres facteurs de transcription (STAT et NF-IL6) ces inhibiteurs sont mal
connus. La formation de complexe entre les protéines STAT et d'autres protéines, les PIAS

(Protein Inhibitors of activated STAT) aurait un role inhibiteur [104].

* Facteurs de répression de la transcription

Ces facteurs agissent en entrant en compétition avec les facteurs de transcription pour la
liaison avec la séquence d'ADN cible. Pour la SAA, le facteur Ying-Yang 1 (YY1) a été mis
en évidence chez le rat et I'nomme. Il possede une séquence de liaison a 'ADN empiétant sur
celle de NF«kB, et en empéche la liaison quant il est lui méme présent (figure 5). La régulation

de sa synthese et de son activité sont encore mal connues.

Un variant de NFxB, le dimére p50-p52, aurait une forte affinité pour le site de liaison

de NF«B, mais n'induirait pas la transcription des geénes de la SAA [130].
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répression de la transcription (@) dans l'arrét de la transcription des génes codant pour les protéines
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Figure 6 : Intervention de I'lL-1 Receptor Antagonist (IL-1Ra, @) et des récepteurs "appats" (sIL-1RII,
® et sTNF-R,®) dans la régulation de la transmission du message de transcription des génes des
PPA chez I'homme, d'aprés [130].




D'autres facteurs de répression existent pour NF-IL6 et NF-IL6[. 1l s'agirait de protéines
cytoplasmiques (CHOP, LIP, Ig/EBP...), qui apreés phosphorylation reconnaitraient une
séquence d'ADN dont une partie serait commune avec celle a laquelle se lient ces facteurs de

transcription (figure 5) [207].

 L'IL-1Ra (IL-1 Receptor antagonist)

L'IL-1Ra est synthétis€ par les monocytes/macrophages, les fibroblastes, les
neutrophiles, les cellules épithéliales et les hépatocytes. Il est sécrété dans le milieu
extracellulaire sous forme glycosylé, d'ou le nom de sIL-1Ra (soluble IL-1Ra) qui lui est
parfois donné. Il est présent a de trés faibles concentrations chez les sujets sains, et en quantité
plus élevée dans le plasma, les urines et les liquides inflammatoires chez les patients atteints
de maladies infectieuses, de certains cancers [130, 175]. La transcription des génes codant
pour cette protéine est sous la dépendance du NF«kB et de NF-IL6 (figure 6). L'IL-1Ra
posseéde une affinité pour le récepteur membranaire IL-1RI équivalente a celle de I'IL-1.
Cependant, la liaison IL-1Ra-IL-1RI ne conduit pas a la transmission du signal de
transcription. La compétition entre 1'L-1 et I'IL-1Ra pour le récepteur conduit a une
diminution de l'activation des voies du NF«xB et du NF-IL6 pouvant aller jusqu'a bloquer la

synthése de SAA in vivo chez la souris [130].
* Récepteurs "appats"

Ces récepteurs, qu'il soient membranaires ou solubles sont qualifiés "d'appats" en raison
de leur affinité¢ pour les cytokines pro-inflammatoires et de leur incapacité¢ a transmettre le

signal de transcription.

Il existe deux types de récepteurs membranaires pour 1'IL-1 : IL-1RI et IL-1RIL. En
raison d'une structure protéique intra-cytoplasmique incompléte (29 acides animés contre 215
pour IL-1RI), IL-1RII est incapable de transmettre le signal de transcription apres la liaison
avec IL-1. De fagon similaire a IL-1Ra, IL-1RII existe sous une forme soluble (sIL-1RII),
sécrétée par les neutrophiles et les monocytes/macrophages en quantit¢ beaucoup plus
importante lors de sepsis ou d'inflammation qu'en temps normal. De plus sIL-1RII conserve
son affinit¢ pour IL-1f, ce qui conduit a restreindre le nombre de molécules d'TL-1[3

susceptibles d'activer les voies de la transcription des génes des PPA (figure 6).

Un mécanisme semblable existe pour les récepteurs membranaires du TNF-a (TNF-R55
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et TNF-R75) [130]. Le clivage par une protéase du type métalloprotéase de la partie
extracellulaire de ces récepteurs conduit a la libération de récepteurs solubles (STNF-R55 et
sTNF-R75), qui conservent leur capacité de liaison au TNFa. En entrant en compétition avec
les récepteurs membranaires intacts pour le TNFa libre, ces "appats" réduisent l'activation des

cellules cibles [175] (figure 6).

e  Cytokines anti-inflammatoires et glucocorticoides

Nous avons vu précédemment le réle anti-inflammatoire indirect des glucocorticoides,
par inhibition de la synthése par les monocytes/macrophages des cytokines pro-

inflammatoires (voir page ainsi que l'existence de cytokines anti-inflammatoires (IL-4,

IL10) (voir page .

c) Passage a la chronicité

NFKB contrdle la transcription des génes codant pour 1'I[L-1 et le TNFa. Or I'IL1 et le
TNFa induisent eux-méme la synthese et 1'activation du NFKB. Un cercle vicieux peut alors

s'installer et conduire a l'activation persistante de la synthése des PPA [28, 158, 207].
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Il - VALEURS USUELLES ET VARIATIONS EN DEHORS DU
CONTEXTE INFLAMMATOIRE

L'un des principaux critéres de définition des marqueurs de l'inflammation stipule que
ses variations physiologiques ou pathologiques n'impliquant pas de processus inflammatoire
ne doivent pas étre supérieures a celles engendrées par l'inflammation. Contrairement aux
autres especes domestiques et a fortiori I'hnomme, les données concernant ces variations sont

trés clairsemées chez les bovins.

1.1 - FORMULE SANGUINE

11.1.1 - Valeurs usuelles

Les valeurs usuelles de la formule sanguine chez les bovins adultes sont rapportées dans

le tableau 6

Tableau 6 : valeur usuelles de la formule sanguine chez les bovins adultes, d'aprés [204].

Unité Valeurs usuelles adultes
Hémoglobine g/100ml 80 - 150
Hématocrite % 24 — 46
Erythrocytes 10% 5.0-10.0
VCM fL 40 -60
CMH pg 11.0-17.0
CCMH g/l 300 - 360
Thrombocytes 10%/ 100 — 800
Leucocytes 10% 4.0-12.0
Neutrophiles (segmentés) 10/ 0.6-4.0
Neutrophiles (non segmentés) 10% 0-01
Lymphocytes 10%/ 20-7.5
Monocytes 10%/ 0-0.8
Eosinophiles 10%/L 0-24
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I1.1.2 - Variations dues a I'age et au sexe

La formule sanguine du veau naissant est fortement dépendante de la mise bas. Une
hypercortisolémie feetale précéde et initie la mise-bas [5, 256]. Elle induit une leucocytose
dont les principales composantes sont une neutrophilie (8-10x10°/L) et une lymphopénie
(inférieur & 3x10°/L). On observe alors un rapport Neutrophiles : Lymphocytes (N:L)
supérieur a 2:1 voire 3:1 qui s'inverse dans les premicres semaines de vie en raison de la
diminution des neutrophiles circulant et de l'augmentation simultanée des lymphocytes (figure
7) [126]. On observe ensuite une diminution progressive du nombre de lymphocytes qui peut

influencer ce rapport chez les bovins agés (tableau 7) [17].

Chez certains animaux le nombre d'éosinophiles semble aussi varier avec 1'age, passant
d'une valeur moyenne de 1.5 % des leucocytes totaux dans les 6 premiers mois, a plus de 10
% chez l'adulte. Des valeurs élevées, allant jusqu'a 3000 cellules/pL, peuvent étre observées

chez des sujets sains [272].

Tableau 7 : variation des paramétres hématologiques selon I'age chez des vaches Prim'holstein
saines, d'aprés [126].
Age GR Hb Leucgcytes Neutrcanphiles Lympr130cytes Mongcytes Eosingphiles Basophiles
(106/p1) | (g/) (10%/uL) (10%pL) (10%/uL) (10%/uL) (10%/uL) (/uL)
1-6 mois 13.10 11.07 87+25 3.0+17 46+13 6.8+ 3.7 1.7+52 50 + 60
6-12 mois 10.65 10.10 7.7+18 08x+04 6.3+15 6.0+1.7 0.8+0.5 0
1-2 ans 9.15 10.97 9.0+25 23+14 59+1.6 42+17 50+338 60 + 60
2-3 ans 7.50 10.70 94+17 21+£09 53+1.2 47+22 |(13.0+£10.0| 70+100
3-4 ans 8.7 11.30 7.7+19 1.9+0.9 46+1.0 32+15 9.0+6.5 50 £ 50
4-6 ans 7.89 11.20 75+11 1.8+0.6 4.0+0.8 45+20 12070 60 + 50
6-14 ans 7.47 11.10 6.9+25 1.8+0.9 425+20 3.5+£20 13.0+7.0 20+ 30

66




70

Lymphocytes
60}
50
\\
401 N
W:\\
2 30 AR e = N
ho g ~ .
m ~g Neutrophiles
= matures
> 20}
Q
(e}
S 1o
o TP =
@
a 9°r
w
= 8t
=
S
o I
(4
=z 6 I
o
z S|
2
o *r
14
o 3
2 -
1 .
1
\ |
0751 \ Neutrophiles
\ immatures
0.50}- \\
Basophiles
o2s} PP N P
\ ——~— 9 —_— . -8 . _gMétamyélocytes
AGE* 1 jour 2-7 24 2-3 4-7 1115
jours semaines mois mois  mois

Figure 7 : variation des différentes populations leucocytaires selon I'dge chez les jeunes bovins,
d'aprés [126].
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11.1.3 - Variations dues au stres

Un stress physique (inconfort, transport) ou émotionnel, un effort physique intense sont
respectivement responsables d'une leucocytose dite "physiologique" et d'un "leucogramme de
stress", par opposition a la leucocytose "réactive" en réponse a l'inflammation ou l'infection
[39, 126, 279]. Ces modifications sont sous la dépendance de l'action de l'adrénaline et du

cortisol endogéne.

Dans le cas de la leucocytose physiologique, I'adrénaline entraine une splénocontraction
et par voie de conséquence une libération d’érythrocytes, ainsi que la démargination des
leucocytes (neutrophiles et/ou lymphocytes) des capillaires sanguins. L'augmentation des
neutrophiles et des lymphocytes circulants n'excéde pas le double des valeurs usuelles
maximales et on n'observe généralement pas de granulocytes immatures. Cet effet, éphémere,

disparait généralement dans les 30 minutes suivant la disparition du stimulus [37, 126, 279].

Les modifications résultant de I'hypercortisolémie lors de stress sont beaucoup plus
marquées. La démargination des neutrophiles, la diminution de la diapédese des neutrophiles
circulants, et la libération par la moelle osseuse des neutrophiles du pool de stockage
provoquent, dans les 4 a 8 heures, une neutrophilie pouvant atteindre 12 000 cellules/pL, et
qui persiste jusqu'a 72 heures aprés le stress. Cette neutrophilie ne s'accompagne
généralement pas de l'apparition de cellules immatures. A l'inverse, la séquestration des
lymphocytes dans les tissus lymphoides provoque une lymphopénie marquée. Par conséquent,
le nombre de leucocytes totaux est rarement augmenté, le plus souvent diminué, et le seul fait
marquant est une augmentation importante du rapport neutrophiles / lymphocytes [37, 126,
279] [16]. Ces modifications seront aussi présentes lors de processus pathologiques qui
n'impliquent que des réactions inflammatoires modérées : déplacement de la caillette
(excepté le volvulus a droite), hypocalcémie puerpérale, dystocie, indigestion simple...). Les

caractéristiques des différentes neutrophiles sont résumées dans le tableau 8.

Tableau 8 : caractéristiques des différentes neutrophilies, d'aprés [169].

Type de Neutrophilie Nombre de lymphocytes Cellules immatures
Physiologique (adrénaline) Normal & augmenté Absence
Stress (glucocorticoides) Diminué Absence a rares
Inflammation Souvent diminué Souvent présentes
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11.1.4 - Variations dues au statut physiologique

La mise-bas entraine chez la vache des modifications du leucogramme semblables a
celles observées lors de stress : neutrophilie avec ou sans apparition de neutrophiles
immatures, et parfois lymphopénie. L'existence d'une monocytose se rapporte dans certains

cas de parturitions sans complications [126].

Ces changements sont significatifs dés 12 a 24 heures post-partum et le restent pendant

quelques jours.

11.1.5 - Variations iatrogénes

La réponse a l'injection de corticoides est identique a celle observée dans le
leucogramme de stress. L'administration intramusculaire de doses croissantes (entre 50 et 500
mg) d'acétate de 9x- fluoroprednisolone a des vaches laitiéres entraine dans les 12 premicres
heures une neutrophilie, une lymphopénie et une €osinopénie typiques, encore significatives
78 a 84 heures post-injection [126]. Les traitements prolongés peuvent induire des

modifications persistante du leucogramme.

1.2 - PROTEINES DE LA PHASE AIGUE

11.2.1 - Valeurs usuelles

Le tableau 9 regroupe les valeurs usuelles des principales protéines de la phase aigué
chez les bovins adultes. Les effets de 1'dge du statut physiologique sont abordés plus loin.
Nous avons choisi de reporter ici les références bibliographiques ou le nombre d'animaux était
le plus important et/ou celles qui donnaient un intervalle de valeurs et non pas uniquement

une valeur moyenne.
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Tableau 9 : Valeurs usuelles des principales protéines de la phase aigué chez des bovins sains.

PPA Unité Moyenne 'nor_nbre Catégories d'age/race Technique Référence
+ écart type Intervalle | d'animaux
7-9 mois .
Hp mg/I <30 49 Hereford ELISA direct [89]
Hp mg/I <20 16 Vaches Prim'Holstein Biochimique [69]
Hp mg/l 12+5 20 Vaches adultes Spectrophotométrie [245]
Tous ages et races Males et o
Hp mg/l 0.35+0.59 158 femelles EIA compétition [166]
Hp mg/l 0.176+ 0.193 86 Males et femelles adultes EIA compétition [165]
2- 8 ans
Hp mg/I <1 26 Vaches Prim'Holstein Immunoblot + ELISA [179]
Hp mg HbBC / 100ml 0.18 + 1.04 147 Bouvillons ELISA direct [216]
Hp mg HbBC / 100ml 0.28 + 1.50 78 Vaches ELISA direct [216]
Hp mg HbBC / 100ml | 6.6+ 1.0 0-8.64 46 B°”"""’F§‘r?n$mel‘§t';?§ adulte Biochimique [160]
SAA mg/! <88 82 Tous ages et races ELISA indirect [119]
Males et femelles
SAA mg/l 5.1 3.6-11.0 16 Vaches Prim'Holstein ELISA indirect [69]
a41-AGP gll 0.27 £ 0.1 0.16 — 0.55 53 1 mois a 12 ans SRID [124]
Tous ages et races
a4-AGP gll 0.2-0.45 82 Males et femelles SRID [119]
a4-AGP g/l 0.31 0.2-1.04 16 Vaches Prim'Holstein SRID [69]
a,-AGP gl 029+008 | 0.31-048 | 166 | 1°US aggfi’m”?j'oel;:itnfeme”es SRID [255]
. . Tous ages et races o

Fibrinogéne g/l 48+1.0 202 Males et femelles Précipitation [254]
Fibrinogéne gll 55+1.2 34-7.8 75 Vaches 2 a 8 ans Précipitation [70]
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Les valeurs rapportées pour 1'haptoglobine sont trés variables selon les études. Dans
certaines études utilisant des techniques trés sensibles comme l'immunoblot ou 1'ELISA
compétition, des valeurs inférieures a 1 mg/l sont rapportées [165, 179]. Les techniques
biochimiques ou immunochimiques utilisables en routine pour I'analyse d'un grand nombre de
prélévements ont généralement un seuil de détection de I'ordre de 10 & 50 mg/l. Pour certaines
¢tudes, les concentrations plasmatiques en haptoglobine chez les bovins cliniquement sains
peuvent atteindre 350 mg/l [119]. Cependant la bonne santé¢ de ces animaux n'est pas
clairement démontrée [216]. Les valeurs de 50 a 100 mg/1 (0.05 a 0.1 g/I) sont considérées par
plusieurs auteurs comme la borne supérieure des valeurs usuelles [62, 119, 245]. Ces valeurs
sont trés inférieures a celle observées chez I'homme (0.6 a 1.8 g/l) et les carnivores

domestiques (chien et chat : 0.5 a 2.1 g/) [65, 74, 96, 155].
Pour la SAA, les valeurs usuelles sont inférieures a 10 mg/1.
Pour I'a;-AGP"les valeurs usuelles sont comprises entre 0.1 et 0.55 g/l1.
Pour le fibinogene les valeurs usuelles sont comprises entre 2 et 7 g/I.

Les valeurs usuelles des autres protéines de la phase aigué ne sont pas clairement
¢établies, soit en raison du faible nombre d'é¢tudes et d'animaux prélevés (0;-ACT, ;-
Macroglobuline) soit parce que les valeurs obtenues sont fortement dépendantes des

techniques utilisées (céruloplasmine).

11.2.2 - Variations dues a lI'age et au sexe

Chez le veau, les gammaglobulines, et par voie de conséquence les protéines totales sont
fortement dépendantes de 1'absorption colostrale. On considére ainsi qu'une prise colostrale
correcte s'accompagne d'une concentration en protéines totales supérieure a 50 g/l, alors qu'en
dessous de 45 g/l le transfert de l'immunité colostrale est jugé insuffisant [193]. Les
immunoglobulines absorbées subissent ensuite une dégradation, tandis que 1'organisme
produit activement ses propres anticorps. Sur une période, variable selon les individus, de
quelques semaines les IgG sériques déclinent, suite & un catabolisme plus important que la

synthése.

Contrairement aux paramétres hématologiques, et en dehors d'infection in utero, les
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concentrations plasmatiques de la SAA et de I'haptoglobine chez le veau ne semblent pas étre
affectées par la naissance. L'hypercortisolémie prénatale ne semble pas induire pas de
variation [3, §]. Contrairement a ce qui est observé chez I'homme [200], les valeurs moyennes

de SAA chez les veaux a la naissance sont inférieures a celles observées chez 1'adulte.

En cas d'infection ou de traumatisme en période néonatale, la synthése hépatique de la
SAA semble possible dés les premieres heures de vie, tandis que celle de 1'haptoglobine ne
serait effective qu'apreés quatre,ou cing jours [3]. Ces résultats s'accordent avec ceux connus
depuis longtemps chez le nourrisson, chez qui la concentration se normalise vers 1'dge de six
mois [74]. Ces remarques doivent cependant étre confrontées aux différences de cinétique

précoce entre ces deux molécules (voir page [01]et suivantes).

A partir d'un mois d'age on ne note pas de variation significative concernant

I'haptoglobine [213], I' a,-AGP [124, 255] et la SAA, ni d'effet sexe.

Le fibrinogeéne augmente progressivement chez les jeunes bovins jusqu'a 1'age de deux
an et demi [70, 167]. Les concentrations plasmatiques en fibrinogéne sont significativement
plus faible chez le veau par rapport a 1'adulte : des valeurs moyenne de 2.85 + 1.45 g/l a 3.80

* 1.13 g/l sont rapportées pour des veaux de 24 heures a 5 semaines d'age [204, 268].

Comme chez I'homme, la concentration de la céruloplasmine diminue de sérique avec
l'age. Entre 3 mois et 5 mois d'age, Conner et al. (1988)[41] notent une diminution de 20 % en

moyenne sur 4 veaux.

11.2.3 - Variations dues au stress

Le mode d’action du stress comme €lément inducteur de la synthése et la libération des
protéines de la phase aigué n’est a ’heure actuelle que mal connu chez les bovins. En effet les
études réalisées mettent en évidence de profondes différences entre 1’espéce bovine et le

chien, le lapin, ou le rat.

Cependant, les résultats obtenus in vivo montrent que certaines PPA sont sensibles au
stress. Ainsi une augmentation significative de I’haptoglobine est notée apres le transport de
taurillons pendant 48 h, alors que les concentrations de 1’a;-AGP ne sont pas affectées [177].

Une nouvelle augmentation significative de I’haptoglobine est notée le lendemain du
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déchargement des animaux. Les valeurs obtenues suite a cette épreuve de stress sont en
dehors de valeurs usuelles (26.5 + 14,1 mg HbBC/100ml, valeurs usuelles < 10 mg
HbBC/100ml).

De méme, la teneur plasmatique en fibrinogeéne n'est pas affectée par une épreuve de
stress de courte durée (transport de taurillons sur 160 kilometres), tandis qu’une augmentation
significative est observée lorsque le trajet est de 400 kilométres [196]. Les valeurs mesurées

restent cependant dans les valeurs usuelles.

Les concentrations plasmatiques de 1'Hp et de la SAA ont étaient mésurées pour deux
lots de veaux élevés dans des conditions différentes de logement (une des deux situations
étant ¢tablie comme stressante par des mesures du durée de sommeil, de prise alimentaire et
de station debout versus couchée) [3]. La SAA augmente nettement pour le lot en situation
stressante (17.9 = 1.8 mg/l versus 2.8 £ 0.9 mg/l ; p<0.001). Cette augmentation n'est

cependant pas significative par rapport aux valeurs usuelles supérieures.

Par ailleurs, aucune augmentation de la cortisolémie n'est mise en évidence. Ceci
pourrait remettre en cause le role du cortisol endogéne dans I’induction des PPA sous I’effet

du stress.

Chez le veau, I’injection d’ACTH longue action entraine une augmentation considérable
de la cortisolémie pendant 10 heures sans que les concentrations du fibrinogéne ne soient
affectées, a la différence de ce qui est observé chez le lapin [82]. De méme la synthese

hépatique de la SAA ne semble pas étre sensible a I’action de I’ ACTH [267].

Ainsi, malgré I’action des corticoides sur la synthése hépatocytaire des PPA, il semble
que D’hypercortisolémie mesurée lors du stress ne soit pas directement a [’origine de

I’augmentation des certains de ces marqueurs observée in vivo.

11.2.4 - Variations dues au statut physiologique

Chez la femme, pendant la grossesse, les cestrogeénes augmentent la synthése hépatique
du fibrinogene, de la céruloplasmine de 1'a;-PI et diminuent celle de 1'haptoglobine et de 1'a;-

AGP [96].

Chez les bovins les données concernant I'effet de la gestation sont trés limitées.
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La concentration de I'haptoglobine [213] et de 1’0;-AGP [124] ne semblent pas étre

influencées par la gestation.

Le fibrinogéne augmente sensiblement en fin de gestation (9° mois) (4.33 a 8.61 g/l,

moyenne 5.85 £ 1.15 g/1) [70].

Les protéines totales, les y; et B, globulines commencent d'augmenter 2 mois avant le
terme, sont maximales 1 mois ante-partum, et diminuent rapidement dans le dernier mois, en

relation avec la colostrogénése [135].
En revanche les concentrations de Hp et de SAA semblent influencées par la mise bas.

La SAA augmente dans les 24 h suivant la mise bas chez la vache parturiente, pour
atteindre un maximum 48 heures post-partum, tandis que les concentrations restent
inchangées chez le feetus [5]. Les teneurs plasmatiques maternelles restent élevées jusqu'a 96
heures apreés la mise-bas. Ces résultats sont comparables a ceux observés chez la femme au

moment de l'accouchement.

Dans une autre étude, les concentrations moyennes de SAA sont de 32 mg/l (comprises
entre 25 et 45 mg/l) 48 heures post-partum contre 8 mg/l en moyenne 4 heures ante-partum
[145].

L'haptoglobine est détectée chez 31 vaches sur 42 apres la mise bas de 30 a 970 mg/l,
alors que la concentration reste a un niveau indécelable chez 38/42 entre 21 et 9 jours avant

terme [263].

Chez 8 brebis dont l'agnelage s'est bien déroulé et chez qui l'absence de métrite post-
partum est vérifi€¢ par bactériologie sur écouvillon génital, la concentration en haptoglobine
est significativement augmentée le jour de la mise bas (p<0.05), maximale a 24 h (p<0.001) et
décroit rapidement dés le 3° jour. Au 7° jour, les concentrations retournent au niveau ante-
partum [211]. Les concentrations en 0;-AGP restent inchangées autour de la mise-bas chez

les 8 brebis du groupe témoin et varient entre 0.40 et 0.63 g/l entre —5 jours et +42 jours.

Ces données suggérent une augmentation de la synthése de certaines protéines de la
phase aigué (SAA et haptoglobine en particulier) en association avec la mise-bas. Il est
difficile de distinguer le role des facteurs endocriniens et du traumatisme tissulaire important

associ¢ a la mise-bas [5]. Cependant les concentrations d'haptoglobine sérique ante-partum
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de 12 brebis dystociques (insuffisance de dilatation du col utérin) (moyenne 240 mg/l,
extrémes entre 70 et 650 mg/l) et de 9 brebis agnelant sans problémes (moyenne 250 mg/l,
extrémes entre 20 et 890 g/l) étaient significativement supérieures a celles de brebis non

gravides (moyenne 50 mg/l, extrémes entre 10 et 520 g/1) [227].

Il semblerait que cette augmentation de I'haptoglobine coinciderait avec la sécrétion
endogene de prostaglandine PGF,q qui initie la lutéolyse. L'injection de PFGF,4 est suivie

d'un accroissement de la concentration d'haptoglobine [240].

L'haptoglobine et la SAA augmenteraient de fagon physiologique dans les derniers jours
de la gestation, a partir de 8-9 jours avant mise-bas pour I'haptoglobine et 24-48 heures pour

la SAA , indépendamment des 1€sions engendrées par I'expulsion du feetus [5, 263].

11.2.5 - Variations iatrogénes et alimentaires

Chez les bovins comme chez ['homme, les glucocorticoides induisent la synthése et la
libération de protéines de la phase aigué par des cellules hépatiques, in vitro [106, 179]. Des
résultats similaires sont rapportés in vivo par l'injection de déxaméthasone (phosphate

sodique, 0.1 mg/kg, IV, une fois) [288].

Les concentrations d'haptoglobine obtenues suite a ces traitements sont comprises entre

0.2et0.4 g/l.

Chez les bovins carencés en cuivre sur de longues périodes (cuprémie inférieure a 5.6
umol/l), les activités enzymatiques de la céruloplasmine sont réduites, pouvant étre divisées

par deux [32].
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I1.3 - LIQUIDE CEPHALO-RACHIDIEN (LCR)

11.3.1 - Valeurs usuelles et variations dues a I'dge

Les valeurs des tableau 10 et 11 ont été obtenues a partir de 16 bovins agés de plus de 2

ans de races laitieres (n=11) ou allaitantes (n=5) [273].

Tableau 10 : moyenne, écart-type, et intervalle des valeurs des protéines du LCR de 16 bovins
adultes, d'aprés [273].

Globulines (électrophorése)

PT Albumine Alpha Beta Gamma IgG

(9/) (9/) (9/) (9/) (9/) (9/)
Moyenne 0.39 0.15 0.14 0.03 0.04 0.09
Ecart type 0.033 0.015 0.011 0.004 0.004 0.010
Intervalle 0.23-066 0.08-0.28 0.09-0.24 0.01-0.08 0.02-0.09 0.05-0.16

Tableau 11 : moyenne, écart-type et intervalle des composantes cellulaires (leucocytes) du LCR de
16 bovins adultes, d'aprés [273].

TOTAL Neutrophiles Monocytes Lymphocytes Eosinophiles

(cell./ul) (cell./ul) (cell./ul) (cell./ul) (cell./ul)
Moyenne 2.88 0.03 0.25 1.46 0
Ecart-type 0.62 0.01 0.09 0.59 0
Intervalle 0-9 0-0.18 0-1.33 0-8.10 0

Les résultats présentés sont semblables a ceux fournis par d'autres études [128, 233].

Chez les veaux ou jeunes bovins, quelques différences semblent exister : Protéines
totales de 0.15 g/1 [0.01-0.33 g/1] [183, 253] a 0.28 g/1 [0.06 a 0.38 g/1] [229] et leucocytes de
7 [183, 253] a 100 cellules/pl [12-250] [234].

En dehors d'un processus inflammatoire si¢geant dans la moelle épiniere (abces, tumeur,
trauma) il ne semble pas qu'il y ait de différence entre le LCR obtenu par ponction atlanto-
occipitale et lombo-sacrée [231, 232] pour les atteintes communes du systéme nerveux

central.
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Explorées de facon récente chez I'homme [34, 185, 192, 241, 242], les concentrations
des protéines de la phase aigué, en particulier la SAA, 1'haptoglobine, la céruloplasmine et
I'a;-AGP, n'ont pas encore été étudiées chez les bovins (Eckersall, communication

personnelle).

1.4 - PARAMETRES DU LAIT

11.4.1 - Valeurs usuelles et variations dues a I'dge

Plusieurs auteurs ont rapport¢ une augmentation du CCS avec I’age. Cependant la
prévalence plus élevée des mammites chez les vaches agées semble étre la cause principale de
cette variation [57, 99]. En effet, si les analyses sont effectuées uniquement chez des vaches
saines, et non plus sur I'ensemble de la population, I’augmentation est minime voire nulle
(tableau 12). La réponse cellulaire aux pathogénes mineurs et majeurs est plus marquée a
mesure que 1’age avance [238]. Plusieurs explications ont été avancées a cela : nombre de
quartiers atteints plus élevé, destruction tissulaire plus importante lors de mammite évoluant

longtemps, et une réponse plus marquée sur les quartiers précédemment infectés.

Tableau 12 : CCS moyen suivant I'age et le statut infectieux des vaches, d'aprés [99].

Age Moyenne Statut infectieux
(Annees) (10°/mi) Sains P. Mineurs P. majeurs
2 232 126 190 614
3 314 149 218 661
4 390 148 233 753
5 564 180 308 977
6 544 194 322 880
7 654 251 320 986
>7 868 113 519 1207

Les autres paramétres du lait qui nous intéressent ici (albumine, o;-AT, SAA et

haptoglobine) ne semblent pas varier en fonction de 1'age.

77



11.4.2 - Variations dues au stress

De nombreuses ¢tudes ont ét¢ menées afin de mettre en évidence une augmentation du
comptage cellulaire du lait sous I’effet du stress. Les résultats sont trés contradictoires selon
les modeles utilisés in vivo [57, 99, 271]. L’injection d’ACTH ou de corticoides n’entraine

que peu ou pas de modification chez la vache saine [191].

Le stress n’est pas a I’heure actuelle retenu comme un des facteurs majeurs de variation
non pathologique des CCS. Il ne semble pas affecter les autres parameétres locaux de

l'inflammation non plus.

11.4.3 - Variations dues au statut physiologique

a) Comptage des cellules somatiques

Le nombre de leucocytes présents dans le lait en 1'absence de mammite est plus élevé
dans les cinq premiers jours a deux semaines, voire 35 jours, apres le vélage [57, 189]. Selon
Dohoo (1993) [55] 55% des primipares et 60 % des multipares ont des comptages des cellules
somatiques ¢levés (supérieurs a 200 000 cellules/ ml) dans les 6 premiers jours post-partum.
La proportion a 28 jours post-partum est de 10% pour les primipares et de 20% pour les
multipares. En l'absence d'infection, le CCS doit étre inférieur a 300 000 cellules/ml cinq
jours post-partum [212]. L'interprétation du comptage cellulaire doit donc étre prudente
durant les 9 a 11 premiers jours de la lactation [55]. Dans une étude récente, le CCS des
quartiers non infectés chute en dessous de 50 000 cellules/ml dés le troisiéme jour (6° traite)
[13] (figure 8). A mesure que la lactation avance, les valeurs moyennes du CCS semblent
augmenter par un simple effet de concentration au fur et a mesure que la quantité¢ de lait

produite diminue.
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Figure 8 : suivi des CCS moyens des quartiers non-infectés (@), infectés par des pathogénes mineurs
(M) et infectés par des pathogénes majeurs (A), en fonction du numéro de traite post-partum ,d'aprés
[13].

Une augmentation du CCS est ainsi classiquement observée en fin de lactation.
L'augmentation de la sensibilité de la mamelle aux infections durant la période précédant le
tarissement a ét¢ mise en cause. Cependant, des analyses effectuées sur des vaches saines ont
montré que cette augmentation existait méme en dehors du contexte infectieux [57] . Plusieurs
facteurs ont été avancés pour expliquer ce phénoméne. La fin de lactation correspond au
phénomene d'involution du parenchyme mammaire, avec 1'expulsion d'un grand nombre de
cellules dans le lait [276]. Un effet dilution joue également : le comptage cellulaire devient
significativement plus élevé quand la production laitiere quotidienne descend en dessous de 4
litres [23]. Aucune différence significative n'apparait entre les différentes classes d'dge chez

les vaches saines, sauf en fin de lactation (tableau 13).
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Tableau 13 : Comptage de cellules somatiques suivant le stade de lactation et le statut infectieux des
vaches, d'aprés [99]

Stade de lactation Moyenne Statut infectieux
(jours) (10°/mi) Sains P.Mineurs  P. majeurs
0-49 380 247 247 839
50-99 429 138 286 861
100-149 498 125 240 1068
150-199 399 126 295 735
200-249 452 208 240 902
250-299 445 139 267 758
>300 634 165 374 1031

De plus si le CCS est en moyenne 260 000 cellules/ml pour un quartier sain et n'ayant
pas d'historique de mammite, il peut atteindre 600 000 cellules/ml pour un quartier sain mais
ayant eu une mammite plusieurs jours voire plusieurs semaines auparavant [57]. La
persistance d'un comptage cellulaire ¢élevé longtemps apres la guérison bactériologique

pourrait donc influencer l'interprétation de CCS élevés.

Le comptage cellulaire du lait est sensible a d'autres facteurs (saisons, variations
nycthémérales, machine a traire...) mais étant donn¢ leur faible impact, nous avons choisi de

ne pas les développer ici (pour revue voir[99]).

b) Albumine et protéines de la phase aigué

Diverses ¢études menées sur l'ensemble de la lactation de vaches bactériologiquement
saines ont montré que les concentrations en albumine et antitrypsine (0;-AT) sont plus
¢levées pendant les 6 a 10 premiers jours de la lactation (augmentation d'un facteur 18 pour
l'activité antitrypsique et 3 pour l'albumine) [116, 189, 238]. Ceci pourrait étre expliqué par la
plus grande perméabilité vasculaire dans la mamelle pendant la période péri-partum. La forte
activité antitrypsique du colostrum, qui jouerait un réle dans la protection des
immunoglobulines colostrale vis a vis des enzymes digestives du veau, est aussi a 1'origine

des concentrations importantes en 0;-AT observées en début de lactation [116, 161].

Au-dela de 10 jours post-partum, les concentrations de 1'albumine et de 1'a;- antitrypsine

restent inchangées pendant le reste de la lactation.
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Les variations au cours de la lactation des principales protéines de la phase aigué (SAA,

haptoglobine, a;-AGP) n'ont pas été explorées dans le lait.

1.5 - LIQUIDE DE PONCTION ABDOMINALE

Tableau 14 : caractéristiques macroscopiques et cytologiques du liquide péritonéal normal, d'aprés [9,

147)).

Facteurs de variation

Parameétres Valeurs usuelles . .
physiologique
Couleur translucide a jaunatre Légérement rose en fin de
gestation
Odeur aucune
Turbidité absence a légére
augmenté en fin de gestation et

Volume 0 a 5 ml par prélévement lors d'insuffisance cardiaque

congestive

Protéines Totales (g/l)

10 - 31
Ne coagule pas

Peu ou pas modifié

Cellules Nucléées (10°/uL)

0.3-10

Neutrophiles

<40-60%

Eosinophiles Quelques %
Monocytes / macrophages 10 - 60 %
Ratio Neutrophiles / Mononucléaires 1:1

augmenté dans les 2 semaines
post-partum avec neutrophiles
et éosinophiles prédominants

1.6 - FACTEURS PATHOTHOGENES INTERFERANT AVEC L'EVALUATION

MARQUEURS DE L'INFLAMMATION

Dans ce dernier chapitre, nous traiterons de certaines maladies souvent associées a des

modifications des paramétres qui nous intéressent ici mais qui n'ont pas de composante

inflammatoire patente.

11.6.1 - Déshydratation

Les concentrations des différents marqueurs de 1’inflammation sont dépendantes de 1’état

d’hydratation de 1’animal. La déshydratation se caractérise par une panhyperprotéinémie, par

opposition

aux hyperprotéinémies

liées aux hyperglobulinémie. Ce
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d’hémoconcentration affecte aussi bien les paramétres hématologiques que protéiques [256].

Une correction de I'effet de la déshydratation peut étre obtenue pour le fibrinogene et les
protéines plasmatiques et sériques totales. Plusieurs auteurs préconisent le calcul du ratio
protéines sériques / fibrinogéne [(=Protéines Plasmatiques- fibrinogene)/fibrinogene] afin de
différencier les hyperfibrinogénémie liées a une déshydratation (rapport supérieur a 10:1 ou
15:1) et celles liées a la réponse inflammatoire (rapport inférieur a 8:1 ou 10:1) [111, 220,
254]. Chez le veau sain, en raison d'une teneur plasmatique en fibrinogéne plus faible, ce
rapport est de 12:1 [38, 223]. L'appréciation de 1'augmentation des protéines plasmatiques
chez un animal déshydraté peut se faire en utilisant le ratio albumine : globulines (valeurs
usuelles 0.84-0.94) [111]. l'interprétation de ce ratio doit cependant prendre en compte les
variations physiologiques et/ou pathologiques de l'albumine, autres que celle induite par

I'inflammation.

L'influence de la déshydratation sur la mesure des autres protéines de la phase aigué

n'est pas connue chez les bovins.

11.6.2 - Jeline, cétose et stéatose hépatique.

Sur 8 vaches n'ayant pas été nourries pendant 48 heures la concentration plasmatique
d'haptoglobine était significativement plus élevée que celle du groupe témoin (entre 180 et

400 mg/1 versus < 25 mg/1 (P<0.05) [288].

Sur 4 vaches naturellement atteintes de stéatose hépatique et sur 30 autres non atteintes
(la stéatose étant objectivée par la mesure des triglycérides hépatiques) la concentration
plasmatique d'haptoglobine était de 466 £ 147 mg/l pour les 4 vaches malades et inférieures

au seuil de détection de la technique utilisée (<10pg/1) pour les vaches saines [179].

D'autres études rapportent des résultats similaires, suite a des atteintes naturelles [287]
ou induites par l'injection de déxaméthasone (phosphate sodique, 0.1 mg/kg, IV, une fois)
associ¢ a deux jours de jelne [288] ou par l'administration d'éthionine (analogue de la

méthionine,25 mg/kg, IV, 2 fois) [264].

Il semble donc qu'il faille tenir compte de cette interférence lors de I'évaluation des

concentration en haptogline.
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Une éosinophilie peut-étre observée lors d’amaigrissement marqué et prolongé chez les

bovins.

11.6.3 - Atteintes rénales

L'intensité des pertes protéiques dépend de la nature (glomérulaire et/ou tubulaire) et de
la sévérité de la lésion. Les premiéres protéines concernées lors de 1ésions glomérulaires sont,
en raison de leur faible poids moléculaire, 1'albumine et les a-globulines. Les B- et y-

globulines ne sont retrouvées dans l'urine que lorsque les dommages sont plus importants.

La protéinurie massive consécutive aux glomérulopathies chroniques se traduit donc par
une hypoprotéinémie d'abord due a la perte d'albumine (hypoalbuminémie), puis a celle des
globulines (panhypoprotéinémie). En revanche, des teneurs €levées en fibrinogéne peuvent
étre observées lors de glomérulonéphrite aigué [38]. Dans certains cas de pyélonéphrite,

I'hypergammaglobulinémie provoque une augmentation des protéines sériques totales.

L'amyloidose, bien que pouvant concerner d'autres organes (foie, rate), est le plus
souvent rénale chez les bovins. La forme immune, rare, est associée a de myé€lomes ou
d'autres tumeurs des tissus lymphoides. D'un point de vue biochimique, elle se caractérise par
le dépdt de protéine amyloide L, résultant de la digestion protéolytique des chailnes légeres
des immunoglobulines [260]. La forme réactive est, elle, liée a un phénomeéne suppuré
chronique (mammites, péricardite traumatique, abces...). Dans ce cas, la digestion
protéolytique partielle de la SAA conduit a la protéine amyloide A, qui se dépose dans les
glomérules [121, 275]. Bien que trés peu documentées chez les bovins, les conséquences de
cette maladie sur les protéines de la phase aigué semblent étre dominées par une augmentation
de la teneur plasmatique de la SAA dans le cas de 1'amyloidose réactive [207], une diminution
de 1'0;-AGP, et une hyperfibrinogénémie [124, 204]. Une hypoprotéinémie avec

hypoalbuminémie et hyperglobulinémie est aussi de regle.

Chez I'homme, le syndrome néphrotique conduit a la diminution des protéines totales
(hypoalbuminémie), de I'a;-AGP et a I'augmentation sérique de I'haptoglobine du fibrinogéne,

de I'a-1 PI et de la céruloplasmine [96].
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11.6.4 - Atteintes intestinales

Toute entérite est associée a un phénoméne inflammatoire, qu'il soit mécanique —

irritation ou destruction de la barriere épithéliale — ou 1ié a une stimulation antigénique.

Les pertes protéiques excessives et/ou la diminution de I'absorption des protéines
alimentaires peuvent étre a I'origine d'hypoprotéinémies marquées lors d'affections chroniques
chez les adultes, ou lors de diarrhée aigué chez le veau [126]. Mc Sherry et al. [167]
rapportent des valeurs ¢élevées en fibrinogene lors d'entérite chez des bovins adultes (moyenne

9.8 g/1; [8.4—12.2], n=7), sans que les causes soient précisées.

La paratuberculose, caractérisée d'un point de vue Iésionnel par une entérite
granulomateuse, est associée a des hypoprotéinémies séveres en fin d'évolution dues a des
pertes protéiques, principalement d'albumine, et a une malabsorption [278]. Une
concentration normale en protéines totales peut cependant étre observée pendant une longue
partie de la maladie, en raison de l'hypergammaglobulinémie liée a la réponse immunitaire
[126]. Une augmentation 1égere de 1'a;-AGP a été rapportée lors de paratuberculose avancée
[119]. La production élevée d'ARNm codant pour les cytokines pro-inflammatoires IL-1, IL-6
et TNF-a dans les tissus intestinaux de moutons infectés par Mycobacterium
paratuberculosis, pourrait étre a 'origine de la synthése des PPA associées a la maladie [8].
Chez 1'homme, 1'0;-AGP, la CRP et la SAA se sont montrées utiles dans le diagnostic et le

suivi clinique de la maladie de Crohn, qui s'apparente a la paratuberculose bovine [259].

D'autres atteintes intestinales, beaucoup plus rares, sont a l'origine d'une modification
des paramétres hématologiques et/ou biochimiques. Les entérites €osinophiliques, par
exemple, peuvent se traduire par une neutrophilie et une monocytose, rarement une
¢osinophilie. Dans certains cas, une hyperfibrinogénémie et une hyperprotéinémie ont été

observées [31].

Lors de lymphangiectasie, observée dans la paratuberculose, 1'obstruction des vaisseaux
lymphatiques se traduit par une perte de protéines, de lipides et de chyle dans le tractus
digestif. Une lymphopénie est fréquemment associée, sans doute en raison de l'interruption de
la recirculation des lymphocytes dans le sang périphérique et de la perte du chyle, riche en

lymphocytes [126].
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Enfin, certaines atteintes tumorales du tractus digestif (lymphosarcome et
adénocarcinome gastrique ou intestinal) peuvent étre a l'origine de pertes protéiques
excessives, avec pour résultat une ¢élimination des protéines totales sériques ou a une simple

hypoalbuminémie.

11.6.5 - Atteintes hépatiques

Lors de cirrhose, d'hépatite bactérienne ou de carcinome, l'atteinte du parenchyme hépatique
peut conduire a une diminution de la synthése d'albumine. La réaction inflammatoire
spécifique est a l'origine d'une élévation des y-globulines. Ces phénomeénes ne sont cependant

observés que lors de phénomene chronique et lors d'atteinte massive du foie [135].

11.6.6 - Parasitisme

Les nématodes intestinaux et gastriques tels que Trichosrongylus spp., Cooperia spp.,
Haemonchus spp., Ostertagia spp. et Oesophagostomum spp. ont une action spoliatrice,
provoquent une diminution de I'appétit lors d'infestations massives, et une malabsorption. Les

mécanismes conduisent a une hypoprotéinémie plus ou moins marquée.

Lors d'infestation hépatique massive par Fasciola hepatica, une hypoalbuminémie et une
anémie hypochrome, parfois séveres peuvent étre observées. La concentration sériques des
protéines totales peut toutefois rester dans les valeurs usuelles, en raison d'une
hypergammaglobulinémie. Les protéines totales plasmatiques chutent parfois a 40 a 50 g/l,

avec une hypoalbuminémie marquée .

Les protéines de la phase aigu€¢ ne semblent pas étre affectées par le parasitisme. Aucune
augmentation significative de I'haptoglobine n'a ¢été observée pendant 23 jours suite a
l'infestation expérimentale de 19 veaux par 250 000 larves d'Ostertagia ostertagi de stade III
[42].

Les infestations parasitaires massives sont souvent associées a une neutrophilie, qui peut

étre marquee [279].
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11.6.7 - Maladies systémiques

Chez les bovins de race Prim'Holstein atteints de Déficit d'Adhésion Leucocytaire des
Bovins ou BLAD (Bovine Leukocyte Adhésion Deficiency), déficit génétique de synthese des
intégrines 3, la neutrophilie est sévere, avec ou sans apparition de cellules immatures. Une
augmentation du nombre des monocytes circulants peut étre présente. Anémie non
régénérative et hyperglobulinémie ne sont pas rares. L'augmentation plasmatique des
différentes protéines de la phase aigué est a relier aux atteintes infectieuses intercurrentes dont

ces animaux sont souvent victimes.

Chez les bovins atteints de Leucose Bovine Enzootique, une lymphocytose persistante
est fréquemment (50% des cas) observée . De 20 a 40 % des animaux développent une anémie
normocytaire normochrome comparable a celle observée lors d'inflammation chronique [257].
Une hypoprotéinémie dont les principales composantes sont une hypoalbuminémie sévere et

une hyperglobulinémie (Q;- et a,-globulines) a été rapportée par plusieurs auteurs [126, 151].

Chez les animaux atteints de lymphosarcome une ¢lévation du fibrinogeéne est fréquente,

les valeurs pouvant atteindre 12g/1 (observations personelles).
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CONCLUSIONS

Les valeurs usuelles sont établies pour des bovins adultes sains. L'interprétation du bilan
inflammatoire doit donc tenir compte des différents facteurs susceptibles de faire varier les

parametres mesurés en dehors des intervalles de référence.

Le bilan hématologique et le profil des protéines de la phase aigué sont fortement

dépendants :

e de l'age : formule sanguine évoluant de la naissance a 1'age adulte, synthése de
I'haptoglobine absente a réduite chez le veau nouveau né, hypofibrinogénémie chez les

jeunes bovins....

* du statut physiologique : faible variation pendant la gestation mais profil de type

inflammatoire aigii en péri-partum...

* du stress ou de l'injection de corticoides : modification importante de la formule

sanguine, augmentation variable des PPA

* et de diverses maladies intercurrentes : modifications variables mais importantes des
protéines totales sériques, rendant trés utile 1'évaluation séparée de 1'albumine et des
immunoglobulines ; impact variable selon les cas sur les PPA et les paramétres

hématologiques.
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lll - VARIATIONS LORS DE REACTION INFLAMMATOIRE

lll.1 - CINETIQUES DE VARIATION

l11.1.1 - Cinétique de variation des paramétres hématologiques

a) Phase précoce (figure 9)

La neutrophilie provoquée par le stress de la réaction inflammatoire est masquée par les

modifications associées a la phase inflammatoire précoce [37].

Dans les toutes premicéres heures, la migration des neutrophiles vers le site
inflammatoire, ainsi que leur destruction massive dans les tissus 1ésé€s conduit classiquement a
une neutropénie marquée [24, 51, 127, 221, 256]. Sous l'effet des glucocorticoides endogenes,
les lymphocytes sont séquestrés dans les tissus lymphoides et une lymphopénie apparait.

L'association d'une neutropénie et d'une lymphopénie conduit a une leucopénie.

Tres rapidement, sous l'action des facteurs humoraux tels que le Neutrophil-Releasing factor
(NRF), les neutrophiles du pool de réserve sont libérés par la moelle osseuse tandis que la
granulopoiése est accélérée par le G-CSF (Granulocytes Colony Stimulating Factor).
Cependant le pool de réserve en neutrophiles étant limité chez les bovins, la neutropénie
persiste généralement, en raison de la consommation tres rapide des cellules matures dans les
tissus inflammatoires. On assiste alors a l'apparition de formes immatures (neutrophiles non-
segmentés, voire métamyélocytes, myélocytes ou promyélocytes) dans la circulation
sanguine. Ce phénomeéne est nommé "déviation a gauche" ou "glissement a gauche" de la
courrbe d'Arneth ("left shift" en anglais) et qualifi¢ de régénératif quand le nombre de
cellules immatures n'excede par celui des neutrophiles segmentés et de non-régénératif dans le

cas contraire.

La neutropénie persiste généralement entre 24 et 48 heures [37, 127] voire plus

longtemps dans certains cas ou le pronostic est mauvais (cf. infra) [221, 256].
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La figure 10 illustre ce qui vient d'étre décrit. Le leucogramme et le myélogramme
obtenus sur une vache suite a l'injection intrammaire d'endotoxine d'Escherichia coli est
caractérisé par une neutropénie, une diminution du nombre de granulocytes de réserve ("pool
de réserve" = R), une augmentation des cellules prolifératives et matures dans la moelle (P et

M) ainsi qu'une libération des cellules immatures (B) [127].

b) Evolution lors de réaction inflammatoire aigu€ avec résolution.

La seconde phase de la réaction inflammatoire, aprés 24 a 48 heures, est caractérisée par
une neutrophilie rebond avec ou sans persistance de cellules immatures [38, 256, 268, 279 |.
Elle résulte (i) de la stimulation de la granulopoiése qui compense la consommation des
neutrophiles dés la 8° ou 12° heure, et (ii) de la démargination des neutrophiles de certaines
zones capillaires ou ils sont séquestrés (poumons, rate) vers la circulation sanguine [S1, 127].
Comme la moelle met entre quatre et six jours pour rétablir le pool de réserve, la déviation a

gauche des neutrophiles persiste [221].

Chez le veau de moins de deux mois, la neutrophilie est souvent plus marquée que chez
l'adulte en raison d'un pool de réserve plus important et les cellules immatures sont plus

rarement observées lors d'inflammation modérée [37].

La neutrophilie persiste entre quelques jours et une semaine avant que le leucogramme ne
retourne a des valeurs normales [37, 127]. Elle s'accompagne d'une granulopoi¢se intense qui

conduit au rétablissement des différents pool de la moelle osseuse.

¢) Cinétique lors de réaction inflammatoire chronique

De nombreuses atteintes chroniques sont associées a un nombre de leucocytes compris
dans les valeurs usuelles [37]. Le comptage cellulaire différentiel permet parfois de mettre en
évidence une neutrophilie (neutrophiles segmentés), et/ou une lymphocytose et/ou une
monocytose. Une stimulation antigénique persistante, en particulier lors de phénomeénes
suppurés localisés (abces, métrite), est a I'origine d'une leucocytose marquée (entre 15 000 et

60 000 cellules/'mm*) dont la principale composante est une neutrophilie massive [272, 279].

Dans le cas de traumatismes délabrants ou d'hématome, la résorption de débris cellulaires

importants conduit a une monocytose et une éosinophilie modérées (5 a 10 %) [17, 279].

Sur 50 animaux atteints d'affections chroniques diverses, une leucocytose était détectée
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sur 36 %, une neutrophilie sur 70 % [119]. La présence de neutrophiles non segmentés était

observée dans 28 % (14/50) des cas.

La réactivation d'un foyer inflammatoire chronique conduit a une formule sanguine

associant une leucocytose minime a modérée, une neutrophilie et parfois une monocytose.

I11.1.2 - Cinétique des marqueurs protéiques

a) Phase précoce

Diverses ¢études ont permis de caractériser 1'évolution précoce des concentrations
sériques de certaines protéines de la phase aigué. Il semble que la SAA soit la PPA dont
'apparition est la plus précoce chez les bovins. Ainsi lors d'une infection expérimentale par
M. Haemolytica Al (4.10'"° UFC/animal) par voie intra-trachéale, une augmentation
significative de la SAA est notable des les 3 premicres heures, pour atteindre 18 mg/l, 10
heures aprés l'inoculation. Cette progression est linéaire. En revanche les concentrations

sériques d'haptoglobine demeurent peu modifiéés durant la méme période (figure 11) [118].

1,5 20

17,5

r 15

12,5

r 10

Hp (g/L)
SAA (mg/L)

r75

2,5

0,0 0

Figure 11 : Cinétique précoce de I'haptoglobine () et de la SAA (A) chez 4 génisses suite a
I'administration intra-trachéale de1,2.10"" CFU de M. hemolytica A1, d'aprés [118].
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Lors d'une inflammation aigué€ provoquée par 1'injection intraveineuse d'endotoxine 0111
d'Escherichia coli B4 (0.15 pg/kg) l'augmentation de la SAA est significative dés la 5° heure

post-injection [24].

Des résultats similaires ont été obtenus en injectant cette méme endotoxine (LPS
0111:B4, 0.2pg/kg, IV) sur des périodes de 100 minutes : 1'¢lévation de la concentration
sérique en SAA ¢était significative dés la premieére heure, tandis que la concentration en

haptoglobine restait inchangée pendant les 6 premieres heures de mesure [274]

Les concentrations sériques en haptoglobine, a;-AGP, a;-PI et fibrinogéne varient peu

dans les premiéres 24 heures suivant le début du phénomeéne inflammatoire [41, 42, 110, 112].

Une diminution significative du fibrinogene est cependant observée entre 2 et 17 heures
suite a l'injection d'endotoxine d'E.coli [51]. Ce phénomeéne traduit une consommation
importante du fibrinogene liée a une coagulation intravasculaire disséminée. La stimulation
plus tardive de la synthése hépatique du fibrinogéne par les LPS est responsable de

I'augmentation secondaire de sa concentration plasmatique.

b) _Cinétique lors d'inflammation aigué

e  Protéines positives

De nombreuses études concernent 1'évolution des concentrations des PPA lors
d'inflammation aigué€ provoquée par divers stimuli : essence de térébenthine, pneumonies
naturelles ou expérimentales, d'origine bactérienne a M. haemolytica, ou virales (VRS, BHV-
1), métrites, mammites expérimentales ou naturelles a E. coli, péritonites, abces

hépatiques...Il serait inutile de les décrire toutes ici.

Nous prendrons comme référence 1'étude publiée par Conner et al. en 1988 [41], parce
qu'elle prend en compte 5 des principales protéines de la phase aigué selon un modele bien
¢établi et parce qu'elle est largement citée dans la littérature. Les concentrations sériques de
I'haptoglobine, de la séromucoide (=0;-AGP), de I'antitrypsine (=0,-PI), de la céruloplasmine
et du fibrinogeéne sont suivies pendant 17 jours suite a 1'injection sous-cutanée d'essence de

térébenthine (figure 12).
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Figure 12 : concentrations sériques d'haptoglobine (Hp), alpha-1 AGP (Sm), aplha-1PI  (PlI),
céruloplasmine (Cp) et fibrinogéne (Fb), chez quatre veaux, suite a l'injection sous-cutanée d'essence
de térébenthine (jO), d'aprés [41].

Pour l'ensemble des parameétres suivies, aucune variation significative n'est observée
avant 18 a 24 heures. Les concentrations sériques sont maximales entre 4 a 6 jours apres

l'injection et les concentrations retournent aux valeurs pré-injection entre 8 et 17 jours.

Le tableau 15 résume les principales caractéristiques cinétiques des PPA pour lesquelles
des données sont disponibles : premicre augmentation significative par rapport aux valeurs
usuelles, pic plasmatique, et retour a la normale. Ces évolutions concernent des inflammations
aigués dont 1'évolution est favorable soit en raison d'un traitement spécifique, soit par

résolution spontanée.
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Tableau 15 : caractéristiques cinétiques des principales PPA chez les bovins

Augmentation

Retour aux valeurs

PPA AP Pic Type d'inflammation Références
significative usuelles
5]j 5-8j ND VRS [102]
5h 17-20 h ND LPS E. coli [24]
SAA
<1h 2-4j 6-8 j Mammite E.coli [109]
6 h 2] 6j M. haemolytica [117]
Augmentation I Retour aux valeurs " . s
PPA P Pic (jours) . Type d'inflammation ~ Références
significative usuelles (jours)
- 3j 9 Mammite E. coli [188]
15h 4 11 térébenthine [41]
24 h 2-3 12 Mammite E.coli [217]
24 h 5-6 9 LPS [42]
H 24 h 3 ND M. haemolytica [42]
P 24 h 2 8 Mammite E. coli [109]
1-2j 2-5 ND Fiévre aphteuse [114]
36 h 6-7 ND VRS [102]
24 h 3 14 Mammite E.coli [112]
Augmentation Retour aux valeurs
PPA significative Pic (jours) : Type d'inflammation Références
. usuelles (jours)
(jours)
4 6-8 50-60 Abcés hépatiques [176]
1 3 ND M. haemolytica [42]
ND 4 ND LPS [42]
a-AGP 2 4 17 Térébenthine  [41]
3 5 ND Mammltes_ expé [112]
E.coli
2 3.7 15-40 Laparotomie + 145
ruminotomie
Augmentation Retour aux valeurs
PPA significative Pic (jours) . Type d'inflammation Références
. usuelles (jours)
(jours)
3 6-7 17 Térébenthine [41]
Cp 5 5 ND LPS [42]
3 4 ND Salmonella Dublin [197]
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Augmentation

Retour aux valeurs

PPA significative Pic (jours) usuelles (jours) Type d'inflammation Références
(jours)
2 3-4 >9 LPS [42]
as-Pl 2 3-5 14 Mamiite expe. [112]
2-3 5-6 8 térébenthine [40]
Aggmgntgtmn o Retour aux valeurs " . s
PPA significative Pic (jours) usuelles (jours) Type d'inflammation Références
(jours)
Fibri- ND 8 20-40 variables [70]
nogéne 2 3 14 Mamg:f;l?xpe. [112]
O~
macrog| 2 4 9 M. haemolytica [42]
obuline
ACT 9 M. haemolytica [42]
Térébenthine [41]

Variation de la concentration plasmatique (%)
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Figure 13 : cinétique des principales protéines de la phase aigué, explorées chez 'homme suite a une
inflammation aigué avec résolution, d'aprés[21].
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Chaque PPA suit une cinétique qui lui est propre. Les données disponibles chez les
bovins, méme si elles sont peu nombreuses, semblent en accord avec ce qui est observé chez

I'homme.

Chez I'homme, [74, 155, 259, 283] les PPA sont classées en deux groupes selon leurs
caractéristiques cinétiques. Les protéines de la phase aigu€ a cinétique d'évolution rapide, ou
PPA de premicre classe, comprennent la CRP, la SAA, et, selon certains auteurs, 1'0;-ACT.
Leur concentration plasmatique augmente significativement dans les 4 premicres heures, le
pic est atteint dans les 24-72 heures et leur demi-vie (t}2) d'élimination de 6 a 18 heures. Pour
les protéines du second groupe (0;-AGP, a,PI, haptoglobine, céruloplasmine et fibrinogeéne)
I'augmentation n'est mesurable qu'apreés 24-48 heures, et atteint un maximum dans les 4 a 10

jours. Leur demi-vie plasmatique d'élimination varie de 24 heures a 5 jours (figure 13).

Il semble que la SAA ait la cinétique la plus rapide chez les bovins (retour aux valeurs
normales dans les 6-8 jours). L'a;-AGP serait le marqueur dont la décroissance serait la plus
tardive, pouvant persister a des concentrations ¢levées plusieurs semaines apres la fin de la
réaction inflammatoire [110, 122, 176, 237]. Les autres molécules (haptoglobine,a;-PI,
0, ACT, céruloplasmine), de fagon similaire et ce qui est connu chez 'homme, auraient une

cinétique intermédiaire.

Les gammaglobulines restent inchangées dans la phase aigué¢ de la réaction
inflammatoire au moins jusqu'au 7° jour. L'augmentation des protéines totales, parfois
observée durant cette période, est liée a I'augmentation des - et B-globulines comme décrit
dans les profils électrophorétiques de vaches souffrant de réticulo-péritonite aigué (moins de
sept jours) [70]. Cependant Johnston et Morris (1996) [132] soulignent que, le plus souvent,

I'augmentation des PPA ne se traduit pas par une hyperprotéinémie.

e Protéines négatives

La concentration en protéines totales (PT) diminue sensiblement dans les premiers jours
de la réaction inflammatoire, principalement en raison de l'exsudation plasmatique et de la
diminution de la synthése hépatique d'albumine. L'exsudation entraine une diminution
d'environ 20 % de la concentration en albumine qui débute dés le premier jour, est maximale
au deuxieme et se poursuit jusqu'au septieme de la réaction inflammatoire aigué [41, 166].

Conner et al. [41] notent une augmentation des protéines totales de 5 % par rapport a leur
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concentration initiale entre le 4° et 5° jour, qui pourrait étre liée a la synthése accrue des

protéines positives de la phase aigué ou au début de la synthése des gammaglobulines.

¢) Inflammation chronique

Chez I'homme, certains processus inflammatoires chroniques d'origine infectieuse,
tumorale, ou immunitaire (arthrite rhumatoide) sont associés a des concentrations en SAA
faiblement pathologiques c'est a dire supérieures aux valeurs usuelles mais inférieures aux
valeurs ¢levées observées lors de réaction inflammatoire aigué€ [20, 33, 259]. La synthése
persistante de SAA et sa dégradation partielle conduit a la formation de substance amyloide

A, al'origine de I'amyloidose réactive [100 Urieli-Shoval, 2000 #328, 265].

Chez le lapin, l'injection quotidienne de nitrate d'argent pendant 35 jours conduit a des
concentrations plasmatiques en SAA supérieures aux valeurs usuelles, mais plus faibles que
lors de réaction inflammatoire aigu€ [207]. Des observations semblables sont rapportées chez

le hamster (Gruys, communication personnelle).

En ce qui concerne les bovins, les études sur la cinétique des concentrations sanguines des
différentes protéines de la phase aigué, lors d'inflammation chronique (évolution supérieure a
10-15 jours), font cruellement défaut. Les données disponibles dans la littérature ne
concernent que quelques-uns de ces marqueurs (0;-AGP) [122, 176]. Aucune étude
expérimentale n'a ét¢ menée a partir de modeles d'inflammation chronique dont la date de
début et la durée d'évolution étaient connues. Cependant des mesures ponctuelles ont été

réalisées chez des animaux atteints de lésions anciennes actives ou non.

Les concentrations sériques de 1’0;-AGP restent ¢levées en présence d’un phénomene
inflammatoire persistant, méme si elles subissent des fluctuations (figure 14). Ainsi lors de
pneumonie (suppurée ou non), des concentrations en o;-AGP voisines ou supérieures a 1g/1

ont été détectées jusqu’a 80 jours apres le début des symptdomes.

Des résultats similaires ont été rapportés sur des bovins atteints d’abceés hépatiques a
Fusobacterium necrophorum avec des concentrations d’a;-AGP supérieures aux valeurs

usuelles 40 a 50 jours apres inoculation [176].

De méme, les concentrations plasmatiques en SAA et haptoglobine restent

significativement augmentées lors de mammite chronique a Staphylococcus aureus, 21 jours
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post-infection [91].
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Figure 14 : évolution des concentrations en AGP chez 8 bovins, d'aprés [122].

W ,[1 et x mammites aigué post partum ; A et A bronchopneumonie chronique ; ®, O et © réticulo-
péritonite traumatique chronique ; * euthanasie

La SAA, ’haptoglobine et I’a;-AGP étaient élevées chez respectivement 54 %, 24 % et
72 % des 50 animaux atteints de diverses affections chroniques (pneumonies, péricardites,
entérites, néphrites, abcés hépatiques, médiastinaux, spléniques ou a localisations multiples,
amyloidose...) [119]. Toutefois, les concentrations mesurées étaient plus faibles que lors
d’atteintes aigués. En revanche, Alsemgeest et al. (1994) [4] mettent en évidence des
concentrations en haptoglobine supérieures lors d’atteintes chroniques par rapport aux

atteintes aigués et n’observent pas de différence pour la SAA.

Chez I'homme, le fibrinogeéne est un marqueur d'inflammation chronique active en raison

de sa cinétique lente (t2 = 5 jours) [259]. Chez les bovins, quand il est dosé en paralléle des
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protéines totales (globulines), il est considéré comme un marqueur de 1’inflammation aigué,
Chez 'homme, le fibbrinogene est un marqueur d'inflammation chronique active en raion de
sa cinétique lente (t1/2 = 5 jours) [259]. Chez les bovins, quand il est dosé en parral¢le des
protéines sériques totales, il est considéré comme un marqueur d'inflammation aigiie.
Cependant les concentrations en fibrinogéne demeurent généralement élevées en cas de
phénoméne inflammatoire chronique actif, ou lors de réactivation d’un foyer inflammatoire
ancien [38]. Ainsi des concentrations anormalement ¢élevées (> 8¢g/1, jusqu’a 18g/l) ont été
mesurées jusqu’a plus de soixante jours par rapport a 1I’examen initial lors d’endocardite
thrombosante associée a des abceés multiples, lors de réticulo-péritonite traumatique
d’extension sévére, de péritonite post-opératoire...[70, 254]. Des valeurs supérieures a 12 g/l
peuvent aussi €tre observées pendant plusieurs semaines lors de pyélonéphrite (observations

personnelles).

L’augmentation des protéines totales est constante lors d’inflammation chronique a
composante infectieuse ou immunitaire. Au-dela de 8 a 10 j d'évolution, dans la quasi-totalité
de 187 cas d'infection clinique (réticulite par corps étranger, mammite d’été, mammite
chronique subclinique, polyarthrite et fourbure chronique, infection urinaire (pyélonéphrite),
abces divers, pneumonie subaigué chronique), les concentrations des protéines totales, des O,
02, B1, B2 et surtout des gammaglobulines sont augmentées [151]. Les fortes concentrations en

a- et B-globulines correspondent a I'accroissement de certaines PPA.

Une diminution de la synthese d'albumine est fréquemment associée a cette augmentation

des protéines totales [132 , 151].

111.1.3 - Cinétigue des marqueurs du lait

a) Mammite aigué

Le CCS et les concentrations en albumine et en O -Antitrypsine du lait ont été suivis lors
de mammites naturelles et expérimentales (injection intra-mammaire d'endotoxine d'E. coli).
Pour chacun des marqueurs étudiés, les valeurs atteignent leur maximum de 2 a 12 heures
post-injection [109, 115, 202]. La normalisation se fait en 15 jours pour le CCS et en 20 jours
pour l'albumine et 1'a;-Antitrypsine. Les temps de demi-vie plasmatiques sont les suivants :

CCS: 1.41 £0.49 jour ; albumine : 2.49 + 1.55 jours et a;-Antitrypsine : 2.55 + 1.81 jours.
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b) Mammites chroniques

A partir de mammites naturelles évoluant vers la chronicité, et en I'absence de guérison
bactériologique, les valeurs du CCS et les concentrations du lait en albumine et en

o Antitrypsine demeuraient €levées 30 jours post-infection. [115, 202].

l11.2 - LIAISON DES MARQUEURS AVEC LA SEVERITE ET LA GRAVITE DE
L'INFLAMMATION

La sévérité et la gravité de I’atteinte est importante a apprécier, entr'autres pour proposer
un pronostic. L’examen clinique est relativement subjectif et reste peu précis. L’examen
nécropsique, basé sur ’intensité et I’extension des lésions, fournit des ¢léments plus objectifs.
Cependant la corrélation entre les deux approches n'est pas toujours bonne : l'atteinte

fonctionnelle ne refléte pas nécessairement l'atteinte Iésionnelle.

111.2.1 - Paramétres hématologiques

La leucopénie, chez les bovins, de méme qu'une déviation a gauche des neutrophiles
(nombre de neutrophiles immatures supérieurs au nombre de neutrophiles matures) peuvent
étre utilisées comme critére de gravité¢ de l'inflammation. Toutefois, la valeur pronostique de

ces deux critéres semble faible.

Le caractére non régénératif du déplacement a gauche peut €étre mis en relation avec la
gravité de l'atteinte. Lors d'administration d'endotoxine d' E.coli (0.1 a 0.2 mg/kg par voie
intraveineuse) ou de septicémie (E. coli ou Salmonella spp.) les veaux les plus affectés étaient
ceux pour lesquels le caractére non-régénératif était le plus marqué [256]. Des résultats
semblables ont ét¢ obtenus pour des vaches ayant survécu ou succombé a des mammites
aigués, gangreneuses ou non [258]. En revanche dans une autre étude, sur 54 vaches ateintes
de mammite aigu€ a E. coli, une leucopénie avec déviation a gauche marquée €tait observée

chez 37 % d'entre elles, mais une seule est morte [258].

La persistance d'un déplacement a gauche des polynucléaires neutrophiles permet
d'apprécier la gravité. Au dela de 4 a 5 jours, surtout s'il est associé a une leucopénie, il est

d'un mauvais pronostic. Il signifie I'inadéquation et/ou I'épuisement de la réponse de la moelle
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osseuse [279]. Ce phénomene est le plus fréquemment observé d'endotoxémie ou lors de

septicémie [1, 38, 51, 272, 279].

Dans les cas les plus sévéres, peuvent étre observés des neutrophiles dits "toxiques", c'est
a dire dont le cytoplasme apparait bleuté et spumeux en coloration de May-Grunvald-Giemsa
ou de Wright. Associée a un déplacement a gauche non-régénératif (nombre de neutrophiles
non segmentés suprérieurs a celui des neutrophiles segmentés), la mise en évidence de telles

anomalies est d'un mauvais pronostic.

La numération formule sanguine apporte des renseignements indéniables sur la gravité de
l'inflammation. Cependant les données restent qualitatives. La définition de critéres objectifs
(ampleur, caractére et persistance du déplacement a gauche, ampleur et persistance de la
leucopénie, présence et proportion de neutrophiles toxiques) pour évaluer la sévérit¢ du

phénomeéne inflammatoire reste difficile.

111.2.2 - Marqueurs protéiques

Malgré quelques données contradictoires, il semble désormais admis qu’il existe une
forte corrélation positive entre les concentrations de la plupart des PPA et la sévérité¢ ou la

gravité du phénomene inflammatoire.

Cette relation a été mise en évidence par l’injection sous-cutanée de quantité croissante
d’essence de térébenthine a l'origine de concentrations proportionnelles en haptoglobine et en

0,-AGP [41]. Cet effet dose n' a pas été observé pour la céruloplasmine et 1’a;-antitrypsine.

a) Corrélation avec les signes cliniques

Lors de mammite aigué expérimentale induite par Actinomyces pyogenes,
Fusobacterium necrophorum et Peptostreptococcus indolicus, les concentrations en
haptoglobine, o;-AGP et O;-antitrypsine étaient significativement plus élevées les animaux
qui qui présentaient des signes généraux (abattement, anorexie, hyperthermie, atonie
ruminale, tachycardie) et locaux (cedéme, induration, chaleur et douleur) plus marquées et
plus persistants par rapport aux vaches qui guérissaient plus rapidement (figure 15, bcd)
[112]. Cependant ces différences ne sont observées qu’aux pics de concentration sérique de

ces marqueurs, soit entre 2 et 5 jours post inoculation. Cette étude ne met pas en évidence de
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différence significative entre les deux lots pour le fibrinogéne (figure 15, a).
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Figure 15 : cinétique de variation des concentrations plasmatiques en fibrinogéne (a), haptoglobine
(b), 04-AGP (c) et a4-PI (d) pour le groupe cliniquement sévérement atteint (points noirs pleins; n=4) et
cliniguement moins atteints (point blancs, n=6 ) suite a l'inoculation intrammamaire d'A.pyogenes, F.
necrophorum et P. indolicus. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, d'apres [112].

Dans un autre modéele de mammite expérimentale a Escherichia coli, les concentrations
de la SAA, mais pas celle de 1'haptoglobine, étaient en relation avec le score d’atteinte

clinique (méme critéres cliniques locaux et généraux que précédemment) et l'issue de la

maladie (mort ou survie) [109].

Des observations semblables ont été obtenues lors d'infection expérimentale a M.
haemolytica associée au BHV-1. Les concentrations sériques d’haptoglobine sont corrélées
avec le score clinique d’atteinte (1> = 0.481), la température rectale maximale (12 = 0.345), et
la wvariation pondérale (1> = -0.391). Une différence significative est observée pour

I'haptoglobine entre les animaux qui survivent a I’épreuve et ceux qui succombent [89].

Une liaison positive entre la température rectale, le score clinique et les concentrations en

haptoglobine a 3 jours post-inoculation a été mise en évidence chez des veaux inoculés per os
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par un mélange de Salmonella Dublin, S. Enteriditis et S. Heidelberg [49].
Des résultats contradictoires sont cependant rapportés par quelques études de terrain :

Sur 60 jeunes bovins a l'engraissement atteints de pneumonie, aucune liaison n'a été
détectée entre la concentration en haptoglobine et la température rectale, ou entre cette

concentration et le devenir (survie ou mort) des animaux [282].

Lors de mammites naturelles, ni la SAA, ni ’haptoglobine, ni I’0;-AGP sériques n'ont
permis de différencier des vaches faiblement (n=25) ou modérément (n=20) atteintes sur le
plan clinique. Ces trois parametres étaient cependant significativement plus élevés chez les

animaux malades concentrations comparés a des témoins sains [67].

En revanche, lors de mammites colibacilaires spontanée, les concentrations en
haptoglobine et en a;-AGP étaient liées au score clinique (atteintes séveres caractérisées par
des signes systémiques et locaux sévéres et persistants ; atteintes 1égeres caractérisées par des

signes généraux moins importants et un retour a un état général et un aspect du lait normaux

dans les 3 jours)[188].

b) Corrélation avec les 1ésions

Les concentrations maximales de SAA et d’haptoglobine semblent refléter la sévérité et

I’étendue des 1ésions sur des animaux atteints d’abces hépatiques [176].

De méme, lors d’affections variées, la sévérité et 1'étendue des 1ésions mises en évidence
a Dabattoir est fortement corrélée aux valeurs de la SAA (r=0.85) et de I’haptoglobine

(1=0.94) [93].

Lors d'infection expériementale par le Virus Respiratoire Syncycial Bovin, les
concentration en SAA et en haptoglobine étaient fortement li¢es a 1'étendue et la sévérité des
lésions observées a l'autposie [102]. La meilleure coorélation était obtenue pour

I'haptoglobine (Heegaard, communication personnelle)

Cependant, divers auteurs font état d’observations contraires lors de pasteurellose aigué
naturelle [282, 290] ou expérimentale [166]. Cette derniére équipe montre toutefois que les
courbes d’évolution des concentrations sériques d’haptoglobine différent selon 1’intensité

et/ou I’étendue des 1ésions observées a I’autopsie, avec une diminution beaucoup plus tardive
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chez animaux montrant les 1ésions pulmonaires les plus séveres [166]. Des observations
semblables concernant I'a;-AGP ont été rapportées dans un autre autre modele expérimental

(injection d'essence de térébenthine) [41].

111.2.3 - Parameétres du LCR

Les études cherchant a mettre en évidence une liaison entre I'ampleur des modifications
des marqueurs de l'inflammation dans le LCR et l'issue de la maladie (mort ou survie avec ou
sans séquelles) sont peu nombreuses dans la littérature. Elles concernent principalement la
listériose [229] et les méningo-encéphalites bactériennes chez le veau [234]. Chez I'homme,
une augmentation importante de l'activité de I'ASAT (aspartate amino transférase) et de la CK
(créatine kinase) est d'un mauvais pronostic [S0], Ces marqueurs n'ont pas €té explorés chez

les bovins.

Lors de listériose ovine, la concentration en protéines totales du LCR et le nombre de
leucocytes des animaux ayant répondu favorablement au traitement (n=4) é&taient
significativement plus faibles que chez ceux n'ayant pas survécu (n=6) [226]. Cependant le
nombre de d'animaux inclus était faible Dans une autre étude portant sur 21 animaux, cette

différence existait seulement pour les PT mais n'était pas significative [229].

Chez le veau, lors de méningo-encéphalites bactériennes, aucune corrélation n'a été
observée entre le devenir des animaux et le résultat de 1'analyse de LCR (concentration en

protéines totales et paramétres cytologiques) [234].

Plusieurs explications peuvent étre avancées. Les modifications du LCR sont tres
variables selon la localisation de l'inflammation : lors d'abcés de I'encéphale, par exemple, des
valeurs de 2 a 14400 leucocytes /UL et de 0.4 a 8.96 g/l pour les protéines totales ont été
observées selon que la Iésion siégeait prés des méninges ou profondément dans le cortex
cérébral [262]. La cytologique du LCR ne correspond pas forcément a la nature des 1ésions :
les neutrophiles sont trés mobiles et peuvent prédominer dans le LCR, alors que les cellules

mononucléées, moins mobiles, seront plus présentes dans le tissu nerveux [262].
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111.2.4 - Parameétres du lait

c) Protéines de la phase aigué

Dans une étude récente, les auteurs ont mesuré les concentrations en haptoglobine et en
SAA dans le lait de vaches atteintes de mammite clinique d'intensité marquée (signes
généraux présents, induration et chaleur de la mamelle, modification de I'aspect
macroscopique du lait, n=16) et lors de mammites d'intensité légeére (absence de signes
généraux et locaux, modification du lait uniquement, n= 13) [69]. Pour I'haptoglobine, il
n'existe pas de différence significative entre les deux groupes de vaches malades, méme si les
concentrations mesurées sont supérieures a celles obtenues pour les vaches saines. En

revanche, la discrimination entre les deux groupes a été possible avec la SAA.

Les concentrations du lait en O;-Antitrypsin et en albumine seraient liées a l'intensité

clinique de la mammite [115, 202].

d) Comptage des cellules somatiques

Le CSS n'est généralement pas utilis¢ dans le diagnostic des mammites cliniques, en
raison des difficultés techniques dues aux modifications macroscopiques du lait (grumeaux).
Les quelques études expérimentales ayant dénombré les cellules somatiques lors de mammites

cliniques n'ont pas mis en évidence de liaison avec l'intensité de l'atteinte [69, 109].
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TROISIEME PARTIE

APPLICATIONS ET PERSPECTIVES EN MEDECINE BOVINE
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Les marqueurs hématologiques, cytologiques et biochimiques de 1’inflammation
permettent-ils de mettre en évidence 1’existence d’un foyer inflammatoire qui n’est pas
forcément identifiable par le simple examen clinique de 1’animal, d’en apprécier I’éventuel

stade évolutif ainsi que la sévérité ?

Précédemment nous avons abordé les phénoménes physiologiques et pathologiques
susceptibles de faire varier ces paramétres en dehors du contexte inflammatoire et les
différences de cinétique entre les marqueurs. Il semble alors difficile de donner des valeurs
statistiques (sensibilité, spécificité, valeur prédictive positive, valeur prédictive négative)
définitives aux différents marqueurs étant donné que ces valeurs varient elles-mémes selon

I'ampleur et le stade évolutif du phénoméne inflammatoire sous-jacent.

Les performances intrinseques (sensibilité - Se et spécificité - Sp) peuvent étre modulées
selon le choix des valeurs seuils au-dessus desquelles le résultat est considéré comme étant
associé a un foyer inflammatoire. Les valeurs usuelles sont généralement choisies de facon a
inclure 95 % des valeurs obtenues dans une population d’animaux «sains», ou dit autrement,
I’ensemble des valeurs comprises dans l'intervalle moyenne de la population plus ou moins
deux écart-types. Ainsi en réduisant 1’intervalle de référence peut-on réduire le nombre de
faux négatifs ( = animaux malades avec des valeurs de test comprises dans ’intervalle de
référence) et donc augmenter la sensibilité, avec pour conséquence une augmentation des faux
positifs ( = animaux sains avec des valeurs de test en dehors des valeurs usuelles) et donc une
diminution de la spécificité [129, 250]. L'impact est d'autant plus marqué que la variation du
parametre est faible (protéines totales, fibrinogeéne, céruloplasmine ou encore 0;-AGP) ou que
ses variations physiologiques ou individuelles sont ¢levées (comptage des cellules somatiques

du lait, cytologie des différents liquides de ponction...).

Les valeurs statistiques extrinseques (Valeur Prédictive Positive - VPP et Valeur
Prédictive Négative - VPN) sont étroitement liées a la sensibilité et a la spécificité d’un test
mais dépendent aussi fortement de la prévalence de la maladie. Ainsi, plus celle-ci est faible,
plus la VPP sera faible et la VPN forte, et inversement lors de prévalence élevée. Lors de
prévalence trés faible (autour de 19%) méme un test de trés forte sensibilité et spécificité (95
%) n’aura une VPP que de 17 % contre une VPN de 99 %. En revanche pour une prévalence

de 50 % la VPP est de 95 % et la VPN de 96 %.
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IV - MISE EN EVIDENCE D'UN FOYER INFLAMMATOIRE

IV.1 - PARAMETRES SANGUINS

IV.1.1 - Protéines de la phase aigué

Les valeurs rapportées pour 'homme par Clavin et al. (1988) [36] a partir d'un de 102

sérums inflammatoires sont les suivantes (tableau 16) :

Tableau 16 : performances statistiques intrinséques de cing PPA et de la vitesse de sédimentation
pour le dépistage d'un syndrome inflammatoire chez 'homme, d'aprés [36].

Marqueur sérique Sensibilité (%) Spécificité (%)
CRP 61 83
01-PI 76 78
a4-AGP 87 66
04-ACT 95 82
Haptoglobine 62 89
N o

Pour les bovins nous rapporterons les données issues d'études de terrain (tableau 17).
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Tableau 17 : sensibilité, spécificité, VPP et VPN (%) des marqueurs sanguins pour la mise en évidence d'un processus inflammatoire chez les bovins.

Paramétre Seuils '\;‘t’g‘gea?efgg”(i‘/‘:;‘ Se (%) | Sp(%) | VPP (%) | VPN (%) | modéle |références
Divers
Hp 10 mgHbBC% | N =279, p = 20% 59 89 57 90 [216]
(AouC)
Divers
Hp NE, N = 1034, p= 0.05% 67 99 86 99 [252]
(AouC)
Divers
Hp 10 mgHbBC% N=78, p=41% 90 100 100 94 [160]
(AouC)
Divers
= = o
a-AGP 0.45 mgll N = 218, p= 25% 84 97 90 94 Aouc) | 1251
- R Divers
= = )
fibrinogéne 8 g/l N = 252, p=55% 62 88 87 66 (A ou C) [167]
Hp 50 mgl/l 82 94 93 83 .
Mammites
SAA 9.6 mg/l N =61, p= 50% 83 90 89 84 aigués [69]
a1-AGP 0.5 mgl/l 62 91 87 70
SAA 10 mgHbBC% 96 80 81 96 Divers
= = o
Hp NE, N =159, p=47% 71 100 100 79 (Aouc) | 9
Hp 0.2 g/ 86 85 93 73 Divers
leucocytes 12.10° /1 N =42, p=69 % 52 75 87 33 (AouC) [246]
Neutrophiles 6.10° /I 61 88 93 44 (ovins)

A = processus inflammatoire aigu . C = processus inflammatoire chronique.
NE+: Non établi : dosage SRID, valeurs en centimétres.

NE, : Non établi : dosage ELISA, valeurs en % d'un sérum de référence.
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Selon les études, les performances varient pour un méme test. A 1'heure actuelle aucune
¢tude d'envergure n'a comparé les principaux des parameétres sur un nombre suffisamment
¢levé d'animaux, souffrant d'atteintes inflammatoires dont la cause ainsi que durée d'évolution

sont connues.

La capacité des différents marqueurs sanguins a détecter un processus inflammatoire
dépend des caractéristiques de ceux-ci. Son ampleur et sa cause seront des facteurs importants
dans l'appréciation de la sensibilité. Sa durée d'évolution est aussi un €élément majeur : les
protéines de l'inflammation sont sécrétées en grande quantité lors d'inflammation aigué alors
que les concentrations sont plus faibles, voire normales dans le cas d'inflammation chronique.
Le fait d'octroyer une valeur de sensibilit¢ a un marqueur devrait donc tenir compte de la

nature précoce ou ancienne de I'inflammation, ce que peu d'études prennent en considération.

Les disparités concernant la spécificité proviennent le plus souvent de la composition
des groupes témoins. Le plus souvent, le statut de bonne santé est établi sur des bases
cliniques et hématologiques sans aucune autopsie de confirmation. Pourtant, parmi ces
animaux, certains sont susceptibles d'étre atteints de troubles subcliniques, les valeurs
obtenues pour les différents marqueurs pouvant alors étre €levées. Ainsi, sur 232 vaches
atteintes de troubles inflammatoires subcliniques et ayant des concentrations plasmatiques de
SAA augmentées, I'examen clinique n'avait permis d'en détecter que 26 % [137]. Dans une
autre étude, les valeurs d'haptoglobine étaient supérieures a la valeur seuil chez 15% de 92
vaches et 6% de 157 génisses cliniquement saines [216]. Les auteurs attribuent ces résultats a
l'existence d'atteintes inflammatoires subcliniques. En toute rigueur, ces animaux ne devraient
pas étre considérés comme des faux positifs. La spécificité calculée n'est donc qu'une

approximation, inférieure a la réalité.

Malgré ses difficultés quelques commentaires peuvent étre faits sur la base des chiffres

rapportes.

Les performances de la fibrinogénémie ( sensibilité autour de 60 % et la spécificité
moyenne autour de 85%) pourraient étre expliquées par le faible facteur d'augmentation lors
d'inflammation (concentration plasmatique multipli¢e par 1,5 a 2) associé a un large intervalle
de valeurs usuelles (de 2 a 7 g/l). Ainsi un doublement de la concentration en fibrinogéne chez
un animal dont la valeur de base est de 3 g/l ne sera pas, a tort, considéré comme pathologique

(diminution de la sensibilité¢). A l'inverse, I'observation de concentrations de 7 a 8 g/l chez
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I'animal sain peut, dans certains cas, étre a l'origine de faux positifs (diminution de la
spécificité). Ainsi une fibrinogénemie comprise entre 7 et 8 g/l a été observée chez 10 % de
716 bovins cliniquement sains et ayant des parametres hématologiques normaux [254].
L'hémoconcentration serait un des facteurs principaux de l'augmentation non pathologique de

la concentration en fibrinogeéne [70].

Cependant, dans une étude portant sur 22 animaux atteints de péritonite, la concentration
plasmatique en fibrinogene s'est révélée sensible et spécifique (respectivement 80 % et 95 %)
[280]. Les fortes concentrations plasmatiques observées communément lors d'atteinte des
séreuses peuvent expliquer ces résultats [111]. D'autres études font états de valeurs de l'ordre
de 45 % pour la sensibilité et de 85 % pour la spécificité quand le groupe témoin est composé
d'animaux souffrant de troubles abdominaux n'affectant pas ou peu le péritoine (déplacement

ou surcharge de la caillette, indigestion vagale, entérite...)

La SAA bénéficie de la sensibilité¢ la plus élevée, entre 80 et 100 % [69, 93]. Sa
spécificité a été évaluée a 80 et 90 %. A l'inverse, I'haptoglobine semble plus spécifique (85 a
100%) que sensible (59 a 90 %) [69, 93, 216, 246]. Chez certains animaux la teneur

plasmatique en SAA est augmentée alors que celle de 1'Hp reste inchangée.

Les différences entre ces deux marqueurs pourraient étre attribuées au fait que la
production de SAA est facilement stimulée par les cytokines impliquée dans la synthése des
protéines de la phase aigué€. En effet 1'L-6 seule est capable d'induire la synthése de la SAA,

tandis que celle de 1I'Hp nécessite la stimulation des hépatocytes par 1'L-6 et le TNF-a (voir

page [52)[6].

La SAA est présente a des concentrations élevées méme dans les cas d'inflammation
minime a modérée, mais est sensible a d'autres phénomenes non inflammatoires (stress par
exemple). Chez I'homme, un rhume banal est responsable d'une augmentation significative
des concentrations plasmatiques en SAA [277]. Une teneur plasmatique ¢élevée en Hp
signerait en revanche une inflammation plus importante, avec une spécificité vis a vis de la
réaction inflammatoire proche de 100% [119, 216]. L'analyse combinée de ces deux

marqueurs semble donc étre prometteuse.

Les valeurs de sensibilité rapportées pour I'a;-AGP sont tres variables, entre 62 et 84 %
selon les études [69, 255]. Ces différences proviennent de la cinétique particuliere de ce

marqueur, qui atteint tardivement son pic de concentration plasmatique (autour de 8-10 jours).
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Lors de phénoméne inflammatoire trés récent, il est compréhensible d'observer des valeurs

peu modifiées.

IV.1.2 - Numération formule

Les paramétres hématologiques sont les moins sensibles qu'il s'agissent des leucocytes

totaux ou des neutrophiles [246]. Plusieurs explications peuvent étre avancées :

1- d’un point de vue cinétique, la leucopénie/neutropénie suivie d’une leucocytose/
neutrophilie (voire page [88|et suivantes) explique que la possibilité que le nombre de globules
blancs soit dans les valeurs usuelles au moment du prélevement [59, 222, 256, 258]. Ainsi
dans une étude portant sur 54 cas de mammite clinique aigué, le nombre de globules blancs
¢tait en dehors des valeurs usuelles chez seulement 48 % des vaches (leucopénie : 37 % ;
leucocytose : 11 %). une neutropénie était observée chez 29,6% et une neutrophilie chez

12,9% des bovins [258].

2- La normalisation précoce du leucogramme, et principalement du nombre de
leucocytes totaux, fait de ce paramétre un marqueur peu sensible. Chez 20 bovins atteints
d'affections inflammatoires chroniques diverses, le nombre total de leucocytes était modifié
chez seulement 35 % d'entre eux (leucocytose ou leucopénie), et une neutrophilie était
présente dans seulement 60% des cas [220]. Sur 31 animaux atteints de péritonite spontanée
d'évolution subaigiie, une formule sanguine non modifiée a été observée dans 65 % des cas
[108]. En revanche, lors de péritonite aigué ou suraigué¢ des modifications majeures du
leucogramme (leucocytose, neutrophilie, neutropénie, déplacement a gauche) étaient plus
fréquemment mises en évidence, dans 77 a 100 % des cas selon les données rapportées [59,

108].

Ces résultats sont comparables a ceux rapportés chez le chien : dans une étude portant sur
265 chiens, I'évaluation du nombre de leucocytes totaux était jusqu'a 6 fois moins sensible que
la concentration en haptoglobine et en céruloplasmine pour la mise en évidence d'un

syndrome inflammatoire [251].
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IV.2 - MESURE DANS LE LAIT

Pour la mise en évidence d'un foyer inflammatoire mammaire, les avantages de
l'utilisation du lait par rapport au sang sont évidents : prélévement plus facile, meilleure

sensibilité et spécificité.

La quasi-totalit¢ des mammites des bovins ont une origine infectieuse. Elles
s'accompagnent, dans le cas de mammites cliniques, d'une modification de I'aspect
macroscopique du lait et des signes cliniques de l'inflammation (douleur, chaleur, induration
de la mamelle) et seulement d'une augmentation du CCS dans le cas de mammites
subcliniques. Cependant certaines atteintes inflammatoires de la mamelle sont d'origine
traumatique ou allergique, et d'autres, d'origine infectieuse, sont localisées (abces) et

n'entrainent pas d'altération macroscopique et/ou cytologiques du lait [161].

La sensibilité et la spécificité des tests utilisés (comptages cellulaires, protéines de la
phase aigué€) sont habituellement établies par rapport a la bactériologie qui est considérée
comme le test de référence. Cette approche a des limites en raison des différences de
procédures pour la culture des bactéries, de l'existence bactéries au pouvoir pathogene
différent, de la contamination potentielle du préleévement...[27]. Les faux positifs par rapport
a la bactériologie (diminution de la spécificité) sont en partie a relier a des défauts d'isolement
des bactéries, a des mammites bactériologiquement guéries mais ou persiste une inflammation
tissulaire, ou a des mammites d'origine non bactérienne. Une partie des faux négatifs serait
attribuée a des contaminations bactériennes du canal du trayon qui n'induisent pas de
mammite, ou a une contamination du prélévement. Les données rapportées sont donc

hétérogenes.

IV.2.1 - Mammites cliniques

Lors de mammite clinique, de nombreuses études expérimentales [109, 112, 115, 217] ou
de terrain [40, 67, 69, 91, 161] ont montré¢ ’existence d’une forte phase inflammatoire aigué,

avec 1’¢lévation significative des PPA dans le plasma ou le sérum.

Lors de mammite, l'augmentation de la perméabilité capillaire et la destruction de
I’épithélium mammaire conduit au passage de protéines et de cellules inflammatoires dans le

lait. En théorie, toute protéine plasmatique se retrouvant dans le lait peut étre utilisée comme
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marqueur d'inflammation, du moment qu'elle ne subit pas de transport actif au travers de
1'épithélium mammaire [161]. La sensibilité et la spécificit¢ de I'haptoglobine, et de la SAA.
(tableau 18) .

Tableau 18 : sensibilité, spécificité, VPP et VPN de la SAA, et 'Hp mésurées dans le lait, utilisées
comme marqueurs de l'inflammation mammaire (mammites cliniques) chez les bovins (prévalence
50%).

Parameétre Seuils Se (%) | Sp (%) | VPP (%) | VPN (%) | Nombre | Référence

Hp > 20 mg/l 86 100 100 88
N=29 [69]

SAA >0.55mg/l| 93 100 100 93

IV.2.2 - Mammites sub-clinigues

Le comptage des cellules somatiques du lait (CCS), et son application de terrain, le
Californian Mastitis Test (CMT) demeurent a I'heure actuelle les techniques les plus

employées pour détecter les mammites subcliniques.

Les résultats sont trés variables d'une étude a l'autre et suivant le seuil de positivité
choisi. Pour un seuil de 250 000 cellules/ml, valeur communément admise, la spécificité¢ du
CCS par rapport a la bactériologie (test de référence) est relativement élevée (entre 80 et 95
%). La sensibilité¢ varie de 50 a 60 % a preés de 100 % selon les auteurs [27, 56, 73, 99]
(tableau 19). La pondération des résultats par des facteurs « démographiques » susceptibles
d’influencer le CCS (age, parité, stade de lactation, saison, moment du prélévement...),

permet une augmentation de la sensibilit¢ du CCS [73].

Quelques ¢études ont été menées afin de tester la valeur du comptage différentiel des
cellules somatiques du lait (CCD = Comptage cellulaire différentiel) comme marqueur de
mammites subcliniques [73, 113, 198]. Les résultats sont trés variables selon les auteurs. Ainsi,
la sensibilité est inférieure a 15% quel que soit le type de cellule choisi comme facteur
discriminant (Se = 2,7 % pour les lymphocytes, 11,7 % pour les neutrophiles et 15,6 % pour
les monocytes)[73]. La pondération par les facteurs démographiques n’apporte qu’une
sensibilité maximale de 44%. Les meilleurs résultats sont obtenus en combinant les résultats
du CCS et du CCD (tableau 19). Les valeurs discriminantes maximales sont obtenues avec le

nombre de neutrophiles comme marqueur (Se =33 a 44 % ; Sp = 77-90 %)
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Tableau 19 : Sensibilité et spécificité (%), des paramétres cellulaires du lait utilisés pour la mise en
évidence d'une inflammation mammaire subclinique chez les bovins.

Parameétres Se (%) Sp (%) Nombre | Référence
CCS seul 50 94
CCD seul <15 95
CCS pondéré 62 93 1659 | [73]
CCS +CCD 65 93
CCD (PMN) 33-44 77-90 142 [198]
CCS > 800 000 63-96 85-94
CCS > 600 000 68-98 81-91 234 [27]
CCS > 250 000 75-100 75-86
CCS > 250 000 54 96
CCS > 225 000 63 93 462 [56]
CCS > 200 000 72 85
o4-AT 67 84 544 [161]

L'a;-AT dans le lait est corrélée avec le CCS (r>=0.766), I'albumine du lait (r*= 0.88)
[116, 161]. La spécificité (67%) et la spécificité (84%) par rapport a la bactériologie sont

équivalentes a celles généralement obtenues pour le comptage cellulaire.

L'évaluation de la concentration en albumine du lait ne s'est pas montrée convainquante.
Dans une étude portant sur 1011 prélévements de lait au statut bactériologique connu (sains,
infectés par des pathogénes mineurs, ou infectés par Staphylococcus aureus), 1'utilisation de
I'albumine comme marqueur de l'inflammation a conduit a une mauvaise classification de 44

% des prélévements contre 17 % pour le CCS [239].
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IV.3 - PARAMETRES DU LCR

La bactériologie du LCR est positive dans 40 a 60 % des atteintes bactériennes du
systéme nerveux central des bovins [76, 90, 107, 128, 131, 232, 262]. La contamination lors

du prélevement peut étre a I'origine de faux positifs.

L'analyse des parametres cytologiques, associée au dosage des protéines totales du LCR
semblent plus appropriée pour mettre en €vidence une réaction inflammatoire du systeme
nerveux central. Ainsi, dans une étude sur les méningites bactériennes du veau, confirmées
par histologie de l'encéphale, une augmentation des protéines totales (>0,95 g/I) ou une
pléiocytose neutrophilique marquée était observée dans le LCR de la totalité des animaux (n=
9) [234]. Sur un échantillon de 22 animaux, la sensibilité¢ est de 59 % seulement pour les

protéines totales mais 100 % pour les leucocytes [90].

Lors de listériose, confirmée par histologie du tronc cérébral, l'augmentation des
protéines totales du LCR a permis de détecter 82 % et la leucocytose 80 % des cas [209].
L'analyse combinée de ces deux parameétres a cependant permis d'obtenir une sensibilité de
100 %. Des résultats similaires ont été rapportés pour diverses maladies a caractére
inflammatoire chez les ovins [226] et lors de méningites bactériennes chez les bovins adultes

[76].

Les seuils de positivité adoptés modifient évidemment la sensibilité et la spécificité des
paramétres étudiés. Ainsi, une sensibilité de 86 % est obtenue pour l'analyse cytologique en
utilisant une valeur seuil de 20 cellules/UL [76]. Si cette valeur est réduite a 10 cellules/UL, la

sensibilité est de 100% . La spécificité, proche de 100 %, est peu modifiée.

Cependant, chez le veau, les valeurs usuelles différent de celles établies chez I'adulte
(protéines totales plus faibles et leucocytes plus nombreux (voir page @) Les valeurs seuils
devraient donc étre adaptées en conséquence. Ceci n'a pu étre réalis€é ici, par manque
d'information concernant 1'dge des animaux, et l'absence de données suffisantes chez les

jeunes bovins pour établir un intervalle de référence fiable.

IV.4 - PARACENTESE ABDOMINALE

Lors de suspicion de péritonite et quelle qu'en soit la cause, l'analyse du liquide de

ponction abdominale serait d'un grand intérét diagnostique. Il semble en effet que cet examen
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soit plus sensible que la numération formule sanguine ou que le dosage des protéines de la

phase aigué [108].

L'analyse du liquide péritonéal a permis de classer correctement 80 a 100 % des animaux
selon qu'il soient ou non atteints de péritonite [108, 280]. Cette classification repose sur des
critéres différents selon les auteurs. Hirsch et Townsend (1982) [108] retiennent des seuils de
6000 cellules/pl et 30 g/l pour les protéines totales. Selon Wilson et al. (1985) [280], ces
seuils sont inadaptés car plus de la moiti¢ des animaux sains (n= 21) sont situés au dessus. Ils
proposent donc de considérer comme positifs les prélévements contenant moins de 10 %
d'éosinophiles et plus de 40 % de neutrophiles. Selon ces criteéres, ils obtiennent une
sensibilit¢ de 100 % et une spécificité du méme ordre par rapport a des vaches saines,
gravides ou non. L'absence de comparaison avec d'autres troubles abdominaux susceptibles
d'engendrer des modifications des paramétres du liquide péritonéal limite cependant la valeur

discriminante de ces critéeres.

Ultérieurement, les seuils de 10000 cellules/uL et 30 g/l de protéines totales ont été
retenus comme significatifs d'une inflammation du péritoine, permettant d'augmenter la
spécificité aux dépens de la sensibilité¢ [146, 147]. Celle-ci peut étre cependant étre améliorée
si l'on considére les deux critéres séparément : nombre de leucocytes supérieur a 10000/pl ou

PT > 30g/1 et non plus l'association des deux (tableau 20).

Tableau 20 : sensibilité, spécificité (%) des parametres du liquide de ponction abdominale pour la
mise en évidence d'une inflammation du péritoine chez les bovins.

Criteres Sensibilité | Spécificité | nombre Référence

<10 % éosinophiles
ET 100 % 100 % 40 [280]
> 40% neutrophiles

> 6000 leucocytes /uL

ET 80 % 100 % 66 [108]
PT > 309/l
>10000 leucocytes /uL
ou 100 % 92 % 66 [108] modifié
PT>30g/I

Ces valeurs ne sont applicables qu'aux bovins adultes, compte tenu des différences

observées pour ces parametres chez les veaux [9].
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V - APPRECIATION DE L'ANCIENNETE

Les études sur 1'évaluation de 'ancienneté du processus inflammatoire sont limitées aux

parametres sanguins.

V.1 - NUMERATION FORMULE ET PROTEINES DE LA PHASE AIGUE

Les différentes protéines de la phase aigué peuvent étre classées en trois groupes selon
leur profil de décroissance plasmatique (cf supra). De méme la formule sanguine évolue selon
le stade évolutif de la réaction inflammatoire. En se basant sur ces modifications
hématologiques et biochimiques, il semble donc a priori possible d'apprécier 'ancienneté

d'une réaction inflammatoire.

Ainsi, la formule sanguine associée a une inflammation suraigué sera caractérisée par une
neutropénie plus ou moins marquée avec une déviation a gauche ddes neutrophiles et une
lymphopénie transitoire. A un stade plus avancé (de 24 heures a quelques jours), on observera
une neutrophilie avec présence ou non de cellules immatures, provoquant, dans la plupart des
cas, une leucocytose. Des valeurs peu modifiées pour les leucocytes totaux, un degré variable
de neutrophilie, une lymphopénie modérée ou parfois une lymphocytose, une monocytose et

une éosinophilie modérée signeront plutot une inflammation chronique.

Cependant la faible sensibilité¢ des paramétres hématologiques (cf supra) et les grandes
variations observées selon la cause du processus inflammatoire rendent souvent difficile la
différenciation entre un phénomeéne aigu et chronique. Ainsi, pour 31 cas de péritonites
généralisées aigués (n= 12) ou chroniques (n=19) d'origines diverses, aucune discrimination
entre les deux groupes n'a pu étre faite sur des bases hématologiques [59]. De méme, le
nombre de leucocytes totaux, le nombre de neutrophiles, et celui des neutrophiles non
segmentés ne se sont pas des critéres satisfaisants pour différencier 31 cas d'atteintes aigués

de 50 cas d'inflammation chronique (tableau 21)[119].

Dans cette étude, les valeurs de la SAA, de I'Hp, de 1'a;-AGP et le nombre de
neutrophiles non segmentés ¢étaient significativement plus élevées lors de processus
inflammatoires aigus que lors de phénomenes chroniques. Pour le nombre de leucocytes
totaux et celui des neutrophiles matures, aucune différence significative n'a pu €tre mise en

évidence. Les auteurs ont ensuite cherché a savoir si une valeur élevée (supérieure aux valeurs
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usuelles) pour un ou plusieurs de ces marqueurs était sensible et/ou spécifique de la réaction
inflammatoire aigu€, permettant alors de faire la distinction avec les affections chroniques

(valeurs non augmentées dans cette hypothese)

Tableau 21 : Sensibilité, spécificité, pouvoir discriminant (%) du dosage des PPA et des paramétres
hématologiques pour différencier les inflammations aigués (N=31) des inflammations chroniques
(N=50), d'aprés[119].

Leucocytes .
SAA | a-AGP Hp totaux Neutrophiles | Band cells

>8.8 mg/l | >450 mg/l | >0.35 g/l >12.10% >4.2.10% >0

Sensibilite vis a vis de 100 89 68 35 71 42
l'inflammation aigué (%)

Spécificité vis a vis de 46 8 76 64 30 79
l'inflammation aigué (%)

Pouvoir discriminant
aigu versus chronique (%) 67 50 73 46 46 60

Les paramétres hématologiques sont dans I'ensemble inexploitables pour cette
distinction, car soit peu sensibles vis a vis de la réaction inflammatoire aigué (band cells:
42%, leucocytes totaux : 35%), soit peu spécifiques de I'une ou de l'autre durée d'évolution

(nombre de neutrophiles matures : spécificité de 30 %).

Parmi les protéines de la phase aigué étudiées, 1'haptoglobine aurait le pouvoir
discriminant le plus fort, puisqu'elle permettrait de classer correctement 73 % des animaux
selon la durée d'évolution de la maladie. En revanche, il faut souligner sa faible sensibilité vis
a vis des affections aigués (68 %) par ailleurs inférieure a celle obtenue par d'autres auteurs

(tableau 17).

La concertation de la SAA est ¢levée dans de nombreux cas chroniques (27/50 soit 54
%). Cependant son augmentationsa systématique lors d'inflammation aigué la rend

intéressante.

L'a;-AGP, bien que plus sensible (89%) que 1'haptoglobine dans cette étude, ne permet
pas de séparer les deux groupes de maladies (pouvoir discriminant de 50%). Ainsi, les
concentrations €taient supérieures aux valeurs usuelles chez 72 % (36/50) des animaux
atteints de facon chronique. Cette observation est a rapportée a la cinétique de décroissance

trés lente de ce marqueur (vcf supra) [41, 42, 110, 122, 176, 237].
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L'analyse combinée de I'haptoglobine et de la SAA, permettrait ainsi, selon les auteurs,
de bénéficier d'un pouvoir discriminant acceptable. Les interprétations suivantes pourraient

étre proposées, sur la base de cette étude et des profils cinétiques abordés précédemment :
* Haptoglobine et SAA augmentées :processus inflammatoire aigu.

* Haptoglobine augmentée et SAA normale : plutdt processus inflammatoire

chronique.

* Haptoglobine normale et SAA augmentée : conclusion difficile : phénomene aigu ou
chronique mais vraisemblablement de faible amplitude ou encore phénomene trés

récent.

* Haptoglobine et SAA normales : absence d'inflammation ou phénomene chronique,

ou de tres faible amplitude.

Les fluctuations des protéines de la phase aigué lors de phénomene inflammatoire
chronique se superposent probablement aux périodes de rémission et de réactivation du
processus inflammatoire [259]. Si les phases de rémission sont suffisamment longues, les
valeurs de la SAA et de I'haptoglobine peuvent étre normales a trés faiblement augmentées en
raison des cinétiques assez rapides de ces deux marqueurs (retour au valeurs usuelles dans les
6 a 8 jours pour la SAA et 8 a 12 jours pour I'Hp). En revanche L'a;-AGP apparait comme un

marqueur intéressant étant donné son temps de demi vie trés long.

V.2 - PROTEINES TOTALES SERIQUES

Le dosage des protéines totales sériques peut étre d'une grande utilité pour la mise en
évidence d'une inflammation chronique. En effet, la quasi-totalit¢ des affections
inflammatoires des bovins (infectieuses, ou immuno-induites) ont un caractére immunogene ;
les inflammations d'origine chimique ou physique (brhlures, irradiations) sont
exceptionnelles chez les bovins. Les hypergammaglobulinémies sont donc quasiment toujours
observées, des lors que le temps nécessaire a la production d'anticorps est écoulé. Ce laps de
temps peut étre mis a profit pour différencier les processus inflammatoires aigus et
chroniques. La concentration sérique en protéines totales est par ailleurs un bon indicateur des
concentrations des globulines, en dehors des maladies entrainant de fortes pertes en albumine

(amyloidose rénale, paratuberculose...). A ce titre l'utilisation du ratio albumine / globulines
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est intéressant pour mettre en évidence les hyperglobulinémies vraies. Selon Liberg (1977)
[151] une augmentation des concentrations des O- , des [3- et des y-globulines est observée
dans la totalit¢ des affections chroniques d'origine infectieuse, alors qu'en présence d'un
phénomeéne aigu, seules les Y-globulines sont augmentées. Sur le plus quantitatif,
l'augmentation des - et B-globulines est beaucoup plus faible que celle des y-globulines. La

concentration des globulines totales reste peu modifiée en phase aigué.

Le temps de demi-vie des Y-globulines étant long [126] une persistance de
concentrations élevées peut étre observée plusieurs semaines apres la résolution de la réaction

inflammatoire. Ceci pourrait étre a 1'origine de faux positifs (diminution de la spécificité).

VI - SUIVI THERAPEUTIQUE ET POST-OPERATOIRE ;
PRONOSTIC

Chez I'homme, les PPA sont de plus en plus largement utilisées afin d'apprécier de fagon
objective l'efficacité ou la non efficacité d'un traitement médical ou chirurgical [74, 259].
Chez les bovins les ¢tudes sont encore peu nombreuses, mais les perpectives sont
nombreuses. Ceci requiert l'utilisation de marqueurs sensibles a de faibles variations de
l'intensité du processus inflammatoire et a demi-vie bréve. Les concentrations des PPA
reflétent assez bien la sévérité du processus inflammatoire d'un point de vue clinique ou
nécropsique (voir page et suivantes). Dans une moindre mesure, les parameétres
hématologique peuvent aussi servir de marqueurs. Comme chez I'homme [20, 143, 259],

I'évaluation de ces différents parametres sanguins pourrait étre utilisée sur le plan pronostique.

V1.1 - MARQUEURS SANGUINS

VI1.1.1 - Suivi cliniques et pronostic

Lors de mammite expérimentale a E. coli la concentration en haptoglobine baisse
rapidement et retourne a des valeurs usuelles en 5 jours apres I'inoculation pour les vaches qui
répondent positivement aux traitements anti-infectieux et anti-inflammatoires instaurés[112].

Chez les animaux plus gravement touchés et succombant ou étant euthanasiés en raison de
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leur mauvais état général, la concentration en haptoglobine demeure élevée (supérieure a 500

mg/l) beaucoup plus longtemps, entre 10 et 15 jours post-infection PL

Lors de métrite post-partum aigué€, la diminution de concentration plasmatique en
haptoglobine est plus rapide et plus prononcée chez les animaux qui répondent rapidement au

traitement comparés a ceux qui nécessitent une thérapeutique plus agressive pour guérir[247] .

Une diminution des concentrations en haptoglobine est observée par Wittum et al. (1996)
[282] lors de la mise en place d'un traitement antibiotique chez des jeunes bovins souffrant de

broncho-pneumonies infectieuses.

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus chez le porc lors de traitement d'affection
a Actinobacillus pleuropneumoniae : la concentration sérique en haptoglobine des animaux
traités retournait a des valeurs normales beaucoup plus tot que celles des animaux non traités
(44 heures contre 13 jours). De plus une forte corrélation existaient entre ces concentrations et

le nombre de jours de signes cliniques d'atteinte respiratoire [103].

Lors de mammites, d'arthrite ou de pneumonie tous les animaux (n= 8) ayant ¢été soignés
avec succes montraient des valeurs en 0;AGP inférieures a 450 mg/l 15 jours apres le début
du traitement. Pour les animaux qui en revanche ne répondaient pas favorablement (mémes

maladies, n=8) les valeurs restaient supérieures a 1 g/l pendant la méme période [122].

De méme le fibrinogéne voit sa concentration plasmatique diminuer dans un délai de 8 a
30 jours aprés le traitement de mammite colibacillaire [70]. En revanche, lors de
py¢lonéphrite, la persistance de valeurs de fibrinogene supérieures a 12 g/l malgré la mise en
place d'une thérapeutique agressive est d'un mauvais pronostic, alors que l'on observe une
diminution lente mais nette de ces valeurs lorsque l'issue est favorable (observations

personnelles).

Plusieurs auteurs ont proposé des valeurs seuils au-dela desquelles le pronostic vital
serait réservé. Pour I'haptoglobine, cette valeur serait de 1 g/l [102, 110, 245]. Pour la SAA, la
valeur de 60 mg/ml a été proposée [102]. Des concentrations en 0;-AGP supérieures a 1 a 1,2
g/1, persistant plus de 5 jours, seraient d'un mauvais pronostic [122]. De méme, lors processus
inflammatoire chronique, des concentrations plasmatiques en fibrinogéne supérieures a 12-14
g/l seraient presque toujours associées a une issue fatale, quelque soit la cause du processus

inflammatoire [70]
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La valeur pronostique des concentrations des PPA dépend du moment ou la mesure est
réalisée. Lors d'inflammation aigué€, des valeurs trés ¢levées dans les deux premiers jours de
I'apparition des symptdmes est d'un mauvais pronostic. En revanche, des valeurs inférieures
aux valeurs seuils citées ci-dessus ne laisse en rien présager des valeurs a venir. Idéalement, le
dosage doit se faire au pic de concentration plasmatique, ce qui implique de connaitre la date
d'apparition de la maladie. Celle-ci ne correspond, hélas !, que rarement avec la date de

premicre observation des symptomes.

Dans la pratique, 1'utilisation de 1'haptoglobine et, peut étre, de la SAA comme marqueur
de 1'évolution clinique du patient, semble prometteuse. Leur demi-vie bréve et leur grande
sensibilité aux variations d'intensité de la réaction inflammatoire augurent de leur permettrait
dintérét dans le suivi cliniques et thérapeutique. Dans cette optique, la validation du dosage de
la SAA parait importante, puisqu'elle bénéficie de la plus forte sensibilité et de la cinétique la
plus rapide. En revanche, le dosage de 1'a;-AGP et du fibrinogéne apparaissent d'intérét plus
limitédans le suivi thérapeutique quotidien en raison des leur cinétique lente mais peuvent

fournir des valeurs pronostiques utiles.

Les corticoides entrainent une forte perturbation du leucogramme ainsi qu'une
augmentation de la concentration enhaptogline, rendant délicat l'interprétation des résultats

lorsd'utilisation de ces anti-inflammatoires.

VI.1.2 - Suivi post-opératoire

L'utilisation des marqueurs de l'inflammation dans le suivi post-opératoire nécessite de
connaitre l'effet de l'intervention chirurgicale elle-méme sur ces marqueurs. En particulier le
traumatisme tissulaire, le caractére immunogene et inflammatoire du matériel chirurgical (fils,
prothéses...), sont susceptibles d'avoir des répercussions sur les valeurs observées, en dehors
de toute complication. Chez 'homme ces paramétres sont bien maitrisés et de nombreuses
publications y sont consacrées. Les concentrations plasmatiques en CRP et en ;-
antichymotrypsin étaient considérablement augmentées chez des patients souffrant de
complications infectieuses alors qu'elles étaient peu modifiées chez les patients sans
complications [235]. La SAA a aussi été proposée comme marqueur treés précoce de rejet lors

de greffe rénale [100].
Chez les bovins, l'intérét de la numération formule sanguine est difficile a apprécier
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[201]. Lors de syndromes d'Hoflund consécutif a la correction -chirurgicale de
torsion/volvulus de la caillette, le nombre de neutrophiles était significativement plus élevé (P
=0.02) pour les animaux souffrant de péritonite localisée ou généralisée par rapport aux autres

[218]. Ces mesures ont été réalisées entre le 2° et le 14° jour post-opératoire selon les cas.

Le fibrinogeéne et l'haptoglobine pourraient servir de marqueurs de complications

septiques post-opératoires.

Les concentrations plasmatiques en fibrinogéne semblent peu affectées par I'acte
chirurgical. En I'absence de complication post-opératoire, aucune variation significative de la
fibrinogénémie n'a été observée sur 97 animaux ayant subi diverses interventions
abdominales. Dans le cas ou les concentrations préopératoires sont élevées (réticulopéritonite
traumatique par exemple), une diminution lente a été mise en évidence a partir du deuxiéme

ou du troisieme jours post-opératoire [111].

L'haptoglobine sérique augmente consécutivement aux actes chirurgicaux. Sa
concentration sérique est maximale 2 a 3 jours apres l'intervention [111]. Cette augmentation
reste cependant faible puisque la concentration maximale était de 0.37 g/l HbBC, inférieure a
la valeur seuil de 0.4 g/l HbBC au-dessus de laquelle un phénomeéne septique est probable
[245]. En I'absence de complication, une diminution rapide est ensuite observée a partir du 4°
jour. Dans cette étude, 7 jours apreés l'intervention, les concentrations étaient tres

significativement réduites mais restaient cependant encore au-dessus des valeurs usuelles.

L'utilisation pratique du fibrinogéne et de 1'haptoglobine dans le suivi postopératoire
nécessiterait un dosage préopératoire. Le deuxiéme dosage se ferait entre le 2° et le 3° jour
apres l'intervention. Des valeurs €levées par rapport au premier prélévement suggéreraient des
complications septiques. Des mesures répétées dans les 10 jours suivants permettraient alors
de suivre la réponse au traitement mis en ceuvre. Dans tous les cas, une troisieme évaluation

est conseillé vers 7-8 jours pour s'assurer de la baisse significative des valeurs.

Le dosage de I'a;-AGP dans le post-partum immédiat semble moins intéressant, étant
donné sa cinétique plus lente. Le pic de concentration plasmatique est atteint entre 3 et 7 jours
(valeurs comprises entre 0.45 g/l et 1.2 g/l) aprés une intervention chirurgicale non
compliquée. Il faut attendre 10 jours pour qu'une baisse significative soit observée.
L'existence de valeurs supérieures a 1g/l au dixiéme jour postopératoire semble signer la

présence de complications infectieuses [122].
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Lors de suivi a long terme (>15 jours), pour évaluer l'existence de complications
chroniques, le dosage simultané du fibrinogéne et de 1'0,-AGP parait potentiellement
préférable a celui de la SAA ou de I'Hp. Les données expérimentales font cependant défaut

pour étayer cette hypothése.

L'évaluation des protéines totales sériques semblent peu utile dans le suivi post-

opératoire [111].

V1.2 - MARQUEURS DU LAIT

Le CCS et I'a;-Antitrypsine ont été utilisés comme marqueurs de guérison dans le suivi
thérapeutique des mammites cliniques [203]. Les cinétiques d'évolution de ces marqueurs
différent, selon qu'il y a ou non guérison bactériologique (voir supra). Lors de guérison
bactériologique, la normalisation des valeurs est obtenue entre 15 jours (CCS) et 3 semaines
(a;-Antitrypsine) post-infection [202]. En revanche les valeurs restent élevées lors de la
persistance d'une infection intra-mammaire. Ces longs délais sont difficilement compatibles

avec une application pratique.

Nous avons vu que les concentrations en SAA et 1'0;-Antitrypsine du lait étaient liées a
l'intensité¢ du processus inflammatoire lors de mammite. Cependant, a I'heure actuelle, il ne
semble pas y avoir de données publiées mettant en évidence une potentielle valeur

pronostique de ces marqueurs.

VI.3 - MARQUEURS DU LCR

Chez I'homme, I'évuluation du nombre de leucocytes totaux et les concentrations en
protéines totales, albumine, a;-AGP, Céruloplasmine, Haptoglobine, a;-PI et CRP du LCR
peut étre utilisée dans le suivi des méningites bactériennes [192]. La rémission des
symptomes s'accompagne d'une diminution marquée des valeurs de ces différents marqueurs.
Cependant, quel que soit le paramétre, sa concentration initiale dans le LCR ne permet pas de
classer les patients suivant l'issue de la maladie (rémission compléte, issue fatale et rémission
avec complications). De plus, le suivi clinique n'est pas amélioré par rapport a l'analyse des
parametres sanguins. En raison de son caractére invasif et de sa difficulté technique, 'analyse
du LCR est peu utilisée en routine dans le suivi des patients. Chez les ruminants, des résultats
similaires ont été rapportés pour les parrametres cytologiques et la concentration en protéines

totales du LCR concernant la listériose [229].
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V1.4 - MARQUEURS DU LIQUIDE DE PONCTION ABDOMINALE

Chez les chevaux, l'analyse du liquide de ponction abdominale ne s'est pas révélée tres

intéressante dans le suivi postopératoire lors d'entérectomie [98].

Chez les bovins, la cinétique de différents parametres (protéines totales, densité, nombre
de cellules nucléées, et comptage cellulaire différentiel) a été établie suite a la laparotomie
exploratrice et l'omentopexie rétrocostale droite [10]. Le nombre de neutrophiles, de
lymphocytes, et de cellules mononucléees augmente a partir du 2° jour postopératoire jusqu'au
6° jour. Le nombre d'éosinophiles est significativement augmenté au 6° jour. Le taux de
protéines totales (PT) est significativement plus ¢€levé des le deuxiéme jour postopératoire

jusqu'au 6° jour, par rapport aux valeurs observées avant l'intervention.

Cependant, les auteurs insistent sur le fait que les valeurs obtenues sont extrémement
variables d'un animal a 1'autre et qu'elles sont influencées par le stade de gestation, ce qui rend

difficile l'interprétation des résultats.

La comparaison du liquide de ponction abdominale chez des animaux atteints ou non de
complications postopératoires et I'appréciation de I'éventuel intérét de cette procédure n'a pas

été étudiée, a notre connaissance, chez les bovins.
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VIl - ORIENTATION CAUSALE

L'un des critéres de définition d'un marqueur de lI'inflammation stipule que sa variation

doit étre "indépendante de I'étiologie du syndrome inflammatoire" [96].

Chez 1'homme, cependant, il est communément admis que l'augmentation des
concentrations plasmatiques de la SAA et de la CRP est moins marquée lors d'infection virale
que lors d'infection bactérienne, fongique ou de trauma [74, 200, 259, 266, 283]. Selon Yamada
(1999) [283], une distinction peut étre faite entre les atteintes virales d'une part, bactériennes,
fongiques ou traumatiques d'autre part, sur la base des concentrations plasmatiques de la CRP
et de laSAA [283] (figure 16). L'impact de la cause sur les marqueurs de l'inflammation mérite

donc d'étre étudié.

CRP (mgll)
A

100 - Infection bactérienne ou
<4—— fongique, trauma

10 4 Valeurs usuelles

Infection virale

T » SAA (ma/l)
1 10 100 1000

Figure 16 : concentrations plasmatiques en SAA et CRP en fonction de la nature du processus
infectieux, d'aprées [283].
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VI.1 - PARAMETRES SANGUINS

La majorit¢ des ¢études concernent des inflammations d'origine infectieuses,
principalement, sinon exclusivement, bactérienne (dont les endotoxines bactériennes). Rares
sont les données sur les infections virales, parasitaires, et les inflammations aseptiques
(injection de produits fortement irritants localement tels l'oxytétracycline, traumatismes

osseux ou musculaires) et les affections tumorales.

Les inflammations d'origine bactérienne, provoquent des modifications de
I’hémogramme et des concentrations des PPA, qu’il s'agisse d’affections localisées
(mammites, abcés, pneumonies...), ou de maladies diffuses (septicémie, endotoxémie). De
plus les modifications des paramétres hématologiques et des PPA seront sensiblement

identique quelle que soit la localisation de 1'affection.

La lymphopénie lors d'infection virale n'est que transitoire et non spécifique [17, 71].
L'orientation entre une cause virale ou bactérienne sur des bases hématologiques est

impossible.

Pendant longtemps il a été admis que les concentrations des protéines de la phase aigué
¢taient peu perturbées lors d'infections virales chez les bovins[245, 252]. Lors d'infection
expérimentale par le Virus Respiratoire Syncytial Bovin, des augmentations importantes de
I'haptoglobine (jusqu'a 10 g/l) et de la SAA (jusqu'a 80 mg/ml) lors ont été¢ cependant mises
en évidence [102]. Toutefois, les valeurs d'haptoglobine et de SAA ne sont pas discriminantes
entre une infection pulmonaire virale et bactérienne. L'infection par le virus de la fievre
aphteuse provoquerait une augmentation significative des concentrations sériques en

haptoglobine [114].

Des résultats similaires ont été¢ également observés chez le chat lors de péritonite
infectieuse féline (coronavirus) [11] et chez le porc lors d'infections a Actinobacillus

pleuropneumoniaie et par le PRRSV (arterivirus) [11, 103].

Dans certaines infestations parasitaires, les marqueurs de l'inflammation sont aussi
augmentés : un hyperfibinogénémie est fréquente lors de dictyocaulose massive (observations
personnelles). L'infestation de bovins Prim'Holstein naifs par Theileria annulata provoque
une forte aumgnentation de la concentation en 0;-AGP, mais de trés faibles variation de

I'haptoglobine et de la SAA [85, 86].
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Lors de tumeurs lymphoides, I'examen hématologique permet dans certains cas la mise
en évidence d'une lymphocytose maligne, avec parfois la présence de cellules anormales. Les

concentrations sériques des PPA, comme 1'0;-AGP, semblent aussi étre affectées [124].

Lors d'atteinte mammaire, l'analyse de I'hémogramme apporte des ¢léments pour
différencier les mammites cliniques causées par des bactéries Gram positif (Streptococcus
agalactiae, Staphylococcus aureus, Acrcanobactérium pyogenes) des mammites causées par
des bactéries Gram négatif (E. coli, Klebsiella spp., Pseudomonas spp., Enterobacter spp.)
[248]. L'infection par des bactéries Gram négatif est a 1'origine initialement d'une leucopénie
avec neutropénie et monocytopénie, tandis que la formule numération sanguine est peu
modifiée lors d'atteinte par les bactéries Gram positif. L'utilisation du nombre de neutrophiles
segmentés (pourcentage < 35 % des leucocytes totaux) comme marqueur discriminant pour
différencier les mammites a bactérie Gram négatif des mammites a bactéries Gram positif
conduit a une sensibilité de 87 %, une spécificité de 71 %, et une VPP de 75 % (prévalence de

50%).

L'apport des marqueurs sanguins dans le diagnostic étiologique de l'inflamation chez les

bovins apparait cependant limité.

VI.2 - MARQUEURS DU LCR

Lors de troubles nerveux centraux, les marqueurs de l'inflammation dans le LCR

peuvent étre exploités afin de préciser 1'étiologie (tableau 22).

VIl.2.1 - Atteintes inflammatoires versus atteintes non inflammatoires

Les atteintes centrales d'origine infectieuse (bactériennes, virales ou parasitaires),
tumorale et traumatique, responsables d'une réaction inflammatoire peuvent étre distinguées
des atteintes nerveuses d'origine métabolique, toxique, nutritionnelle ou congénitale [76, 226].
Les premieres sont accompagnées de modifications, a des degrés divers, d'un ou de plusieurs
des marqueurs de l'inflammation, tandis qu'aucune variation des marqueurs n'est observée

dans le second groupe.

Certaines maladies font cependant exception :
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* la polioencéphalomalacie (nécrose du cortex cérébral) est une maladie nutritionnelle
(carence en vitamine B;). Une augmentation de la cellularité (pléiocytose monocytaire) est

observée, sans augmentation des protéines totales (tableau 24) [76, 77, 226, 262].

e La tremblante du mouton et 1'encéphalopathie spongiforme bovine n'engendrent pas de
modifications cytologiques, ni d'augmentation des protéines totales , ni de variation des
différentes fractions de globulines du LCR [226, 230, 231, 233]. L'intégrit¢ de la barricre
hémato-méningée est respectée (concentration du LCR en albumine identique pour les
vaches atteintes et les vaches saines) ; il n'y a pas de production intrathécale

d'immunoglobulines [233].

* La coccidiose nerveuse est rarement accompagnée de modifications des parametres
inflammatoires du LCR. Dans certains cas cependant une augmentation du nombre de

cellules mononucléées pourra étre observée [262].

* Lors de rage, le LCR est généralement normal.

VIl.2.2 - Atteintes inflammatoires

En revanche il apparait que la distinction entre les diverses causes inflammatoires est

délicate, en dehors des processus néoplasiques [107].

Les atteintes traumatiques sont caractérisées par une légére pléiocytose avec une
majorité de macrophages et de monocytes, chargés d'éliminer les débris tissulaires [76, 77,
262]. Les hémorragies, fréquemment associées, seront mise en €¢vidence par la xantochromie

et/ou des images de phagocytose des globules rouges.

Bien que peu documentées chez les ruminants, les atteintes virales du sytéme nerveux
central (coryza gangreneux- herpesvirus, maladies des muqueuses- pestivirus, Visna et
Arthrite Encéphalite Virale Caprine - lentivirus) semblent caractérisée par une pléidcytose
mononucléée (lymphocytes puis monocytes et macrophages) [43, 71, 76, 144, 262]. Malgré¢ la
forte production intrathécale d'immunoglobulines au bout de quelques jours, 1'augmentation
des protéines totales reste généralement faible. L'intégrité de la barriére hémato-méningée
étant peu affectée, 1'albumine plasmatique ne diffuse pas ou peu dans le LCR, et ne peut donc

participer a I'augmentation des protéines totales [43].
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Tableau 22 : Données fournies par l'analyse du LCR dans diverses atteintes du systéme nerveux
central chez les bovins et les ovins (adapté et complété d'apres [262].

Maladie tzgoléésir}:z) Leucocytes /ul Type cellulaire dominant
Valeurs usuelles bovins sain 0.23-0.66 0-9 Lymphocytes
Abceés de I'encéphale 5.0 20 Neutrophiles
Abceés de encéphale 0.40-8.96 2-14400 72-81% neutrophiles
Abcés moelle épiniére1(ovins) 2.68 £ 0.41 220 £ 100 Mononucléaires
Leptoméningite suppurée 2.0 75- milliers Neutrophiles
Méningoencéphalite bactérienne 0.83-1.61 226-8300 44-90% Neutrophiles
Méningoencéphalite bactérienne® 0.1-4.0 5-14360 47 % monocytes
Méningoencéphalite bactérienne® 0.95-7.1 50-12600 63-100 % neutrophiles
mgmga:mépha"m bacterienne |4 35490 80-1297 | 60-98% mononucléaires
Méningite a E. coli ND 2400 80% neutrophiles
Méningites a E. coli® 0.2-2.7 130-23700 Neutro ou mononucléaires
Méningites a E. coli® 1.96-7.67 168-667 Neutrophiles
Méningite a Steptocoques ND 100-200 Neutrophiles
Méningoencéphalite (H. sommus) augmentées augmentés Neutrophiles
Listériose 0.15-1.38 4 - 306 60-90 % mononucléaires
Listériose® 0.21-1.41 1-332 Mononucléaires
Listériose® 0.3-1.92 4-215 72 % Monocytes
Leptoméningite tuberculeuse 3.0-15.0 100-1000 Mixte
Maladies virales (non précisées) ND 25-100 Mononucléaires
Encéphalites virales® (BVD, MCF, rage) 0.38-1 7—26 Monocytes
Encéphalites virales® (non précisées) <2 <100 75-100 % lymphocytes
Encéphalite visna® (ovins) 1 80 - 136 Mononucléaires
Toxoplasmose 0.60 30 97% lymphocytes
Encéphalite traumatique 0.42 70 Mononucléaires
Encéphalite traumatique3 0.72-1.7 7-18 m:;g:ﬂggg:)s
Heématome cervical 218 128 ND
Polioencéphalomalacie ND 25-100 Mononucléaires
Polioencéphalomalacie 0.05-0.58 3-38 ND
Polioencéphalomalacie’ (ovins) 0.2+0.15 80 + 60 68 + 21 % Lymphocytes
Polioencéphalomalacie® 0.17-0.32 1.6 — 280 Mononucléaires

Protéines

Maladie

totales (g/1)

Leucocytes /ul

Type cellulaire dominant
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Coenurose1(ovins) 1.1 1400 89 % éosinophiles
Coenurose’ (ovins) Ig augmentés 200 - 600 40 % mono ; 36 % éosino.
Méningiome 0.35 11 ND

Tumeurs colonne vertébrale 0.16-3.80 0-35 Lymphocytes anormaux
Processus néoplasique® 0.25-2.32 2-168 40 % lymphocytes

1 : Scott, 1992 [226]

2: Green et Smith (1992)[90]

3 : Ferouillet et al. (1998)[77]

4 : Rebhun et DeLahunta, (1982)[209]

: Nazifi et al. (1997)[183]

: Scott et Penny (1993) [234]
: Doherty et al. (1989) [54]

: Constable et al. (1996) [43]

o ~NO O

Les encéphalites et les méningo-encéphalites bactériennes, a I'exception de la listériose,
s'accompagnent au début d'une pléiocytose neutrophilique marquée (généralement plus de 70
-80 % des leucocytes) mais dont 1'ampleur est extrémement variable. Des valeurs de plus de
20 000 leucocytes par microlitre sont rapportées tandis que dans certains cas moins d'une
cinquantaine de cellules sont présentes (tableau 24) [76, 90, 234, 262]. Il en est de méme pour
les variations des protéines totales, trés augmentées lors de méningo-encéphalites bactériennes
chez le veau (valeurs fréquemment supérieures a 1g/l), mais inférieures a 0.6 g/l dans de
nombreux cas de listériose [209, 229, 234]. Au bout de quelques jours d'évolution, le type

cellulaire dominant est représenté par les monocytes et les macrophages [76, 90, 262].

Lors de listériose une pléiocytose mononucléée (lymphocytes et mononocytes,
représentant entre 60 et 90 % des leucocytes du LCR) est observée, mais la cellularité globale
reste peu agmentée [76, 209].0n observe cependant parfois une pléiocytose neutrophilique

[26].

Les affections parasitaires du systéme nerveux central de ruminants sont a l'origine des
plus fortes pléiocytoses éosinophiliques rencontrées [S54, 226, 262]. Certains processus
néoplasiques, de méme que la rage, peuvent aussi €tre associés a une proportion

d'éosinophiles augmentée.

La mise en évidence d'une pléiocytose lymphocytaire et la présence de lymphocytes
anormaux devra orienter le diagnostic vers un processus néoplasique. Le lymphosarcome, est
rarement associ¢ a des modifications cytologiques, en raison de sa position extradurale [210,
262]. Les cas ou des lymphocytes tumoraux sont cependant mis en évidence correspondent a

une infiltration maligne de la moelle épiniére [76].
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Cependant les modifications cytologiques et des protéines totales sont peu spécifiques,
parfois moyennement sensibles et évoluent avec le temps. Dans tous les cas, 1'examen
cytologique doit étre associ¢ au dosage des protéines totales pour en augmenter la valeur
discriminante. Une pléiocytose monocytaire est observée dans la plupart des maladies au bout
de quelques jours (encéphalites bactériennes, listériose, abces, traumatisme, atteinte virale, ou
encore polioencéphalomalacie). Le dosage des protéines totales permet de distinguer la
polioencéphalomalacie des atteintes bactériennes, l'observation de nombreuses images
d'érythrophagocytose oriente plutdt vers un traumatisme, mais la puissance du test reste

limitée dans les autres cas.

La spécificité de pléiocytose neutrophilique vis a vis des atteintes bactériennes est
¢élevée, supérieure a 95 % [262]. Cependant sa sensibilité est faible.. Seulement 63 % de
méningite bactérienne chez des veaux (n= 22) étaient associées a une pléioctose
neutrophilique, les autres cas étant associés a une pléidcytose mononucléaire [90]. Ainsi la

spécificité est fortement réduite quand la maladie évolue depuis quelques jours [226].

Les traitement anti-infectieux, lors d'atteinte bactérienne réduisent, considérablement le
nombre de leucocytes présents dans le LCR, ce qui sert d'indicateur thérapeutique chez
I'homme [128]. La pléiocytose neutrophilique évolue aussi plus rapidement vers une
population mixte, voire & dominante mononucléée. L'analyse du LCR doit donc étre réalisée
avant tout traitement anti-infectieux, sous peine de voir encore diminuer sa sensibilité et sa

spécificité.

Le dosage des protéines de la phase aigué dans le LCR semble un outil diagnostique
prometteur, comme le montrent plusieurs études réalisées chez I'homme. Le ratio
haptoglobine du LCR / haptoglobine sérique serait plus ¢levé lors d'atteinte virale que lors
d'atteinte bactérienne [185]. Le dosage de la céruloplasmine s'est révélé utile pour différencier
les méningites bactériennes et virales dans 93 % des cas [192]. Des concentrations en CRP
supérieures a 100png/1 dans le LCR seraient associées a des méningites bactériennes, plutot
que virales (sensibilité¢ 100 %, spécificité 90 %). Les concentrations en SAA, bien que tres
¢levées dans les deux types de méningites, n'auraient qu'un trés faible pouvoir discriminant

[242].
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VII.3 - LIQUIDE DE PONCTION ABDOMINALE

Diverses atteintes des organes abdominaux ont directement ou indirectement un
caracteére inflammatoire : , atteintes du tractus digestif (déplacement de la caillette, torsion du
mésenteére, du caecum, intussusception, réticulopéritonite traumatique), atteintes utérines
(perforation, métropéritonite) ou de la vessie, hépatites, néphrites ou pyélonéphrites,
processus néoplasiques... Quelques ¢tudes ont ét¢é menées afin de savoir quel pouvait étre

l'apport de I'analyse du liquide péritonéal dans le diagnostic causal des péritonites.

Les déplacements ou torsions de la caillette, les dilatations ou torsions du caecum sont
associés au bout de quelques jours a une augmentation du nombre de leucocytes totaux ou
prédominent des neutrophiles (de 60 a 75 %). L'observation de ces modifications sera
fonction de la gravité¢ de l'atteinte (torsion ou volvulus versus déplacement ou dilatation

simple) et de la durée d'évolution [186].

Lors d'uropéritoine, la comparaison des concentrations de 1'urée et de la créatinine du
prélevement avec l'urémie et la créatininémie, permet le diagnostic [147]. Dans les cas
avancés, une péritonite chimique par irritation se développe et les polynucléaires neutrophiles

sont majoritairement représentés [186].

L'observation de neutrophiles dégénérés et/ou de bactéries oriente le diagnostic vers une
péritonite septique faisant suite soit a une obstruction intestinale par intussusception ou
torsion [44] soit & une chirurgie. Lors de réticulopéritonite traumatique d'évolution récente,
ces modifications peuvent parfois étre observées. La présence de fibres alimentaires est un

bon indicateur de perforation d'un organe digestif (intestin, caillette)[108, 147, 186, 280].

Les processus néoplasiques s'accompagnent d'une quantité variable de liquide péritonéal
selon la localisation, la nature et 1'extension du phénoméne. La teneur en protéines totales est
rarement augmentée et la cellularité souvent élevée. C'est principalement sur la mise en

évidence de cellules tumorales que repose le diagnostic [186, 280].

Malgré les informations apportées par 1'examen du liquide de ponction abdominale, il
semble difficile de différencier les causes d'inflammation. Les modifications induites par les
réticulopéritonites traumatiques sont fréquement identiques a celles observées dans les
péritonites par irritation ou le péritonites non-infectieuses (déplacements de la caillette...).

Dans la majorité des cas, les neutrophiles prédominent, et une augmentation des protéines
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totales est observée. La combinaison de ces caractéristiques et d'une concentration en
protéines totales sériques supérieure a 80g/l [58], ou d'une concentration plasmatique en
haptoglobine supérieure a 1 g/l [111] permettrait de diagnostiquer avec peu d'erreur une

réticulopéritonite traumatique.

VIl.4 - MARQUEURS DU LAIT

De nombreuses études ont montré que le CCS ¢était plus €levé lors de mammite
chroniques causées par des Pathogénes majeurs (Staphylococcus aureus, Streptococcus
dysgalactiae et S. agalactiae, S. uberis, E.coli, Klebsiella pneumoniae, Actinomyces
pyogenes) que lors de mammites causées par des pathogeénes mineurs (Corynebacterium
bovis, Staphylocoques Coagulase-negatifs) [13, 57, 99, 276]. Dés le premier jours post-
infection, les valeurs du CCS sont généralement supérieures a 1 a 5.10° cellules/ul lors
d'isolement de pathogénes majeurs alors qu'elles sont inférieures a 10° cellules/ul dans le cas

des pathogeénes majeurs.

Cependant, le diagostic étiologique repose principalement sur la bactériologie. C'est
pourquoi, I'évaluation de la plupart des marqueurs de 1'inflammation du lait n'a pas fait l'objet

de recherche dans ce domaine.
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CONCLUSIONS

Cette étude bibliographique s'est attachée a montrer quels étaient les parameétres
biologiques susceptibles d'étre utilisés comme marqueurs fiables et pratiques de

I'inflammation chez les bovins.

L'intérét des données hématologiques semble limité, en raison de leur faible sensibilité.
En outre, leurs variations physiologiques sont importantes ce rend leur interprétation parfois

délicate. Leur exploration requiert, de plus, des compétences particuliéres.

L'apport des modifications biochimiques et cytologiques locales liées a l'inflammation
est indéniable, que ce soit dans le LCR, le liquide péritonéal ou le lait. Certains aspects
analytiques sont contraignants. De plus 1'obtention d'un échantillon de LCR ou de liquide
péritonéal peu ou pas contaminé par du sang est parfois délicate. De méme, la nécessité, pour
une analyse précise, de travailler a partir de prélévements récents, commepar exemple la
cytologie du LCR rend difficile 1'application en clinique bovine pratique. Il n'en demeure pas

moins qu'en l'absence d'autres marqueurs, 1'exploration des ces paramétres est conseillée.

L'étude des protéines de la phase aigu€ a permis de montrer que leur exploration en
médecine bovine semblait prometteuse. En particulier, I'évaluation combinée de la SAA et de
I'haptoglobine s'avere particulierement intéressante compte tenu de leur sensibilité et leur
spécificité respective vis a vis de la réaction inflammatoire. Méme si sa sensibilité¢ est
moyenne, le fibrinogeéne reste encore aujourd’hui un marqueur de choix principalement en
raison de son dosage simple, rapide et peu coliteux. Les analyses peuvent s'effectuer a partir
de sérums ou de plasma congelés, permettant de s'affranchir de la contrainte temps ; les

mesures sont objectives et quantitatives, permettant 1'établissement de valeurs pronostiques.

Cependant 1'application clinique du dosage des protéines de la phase aigué nécessite des
connaissances plus approfondies de leur physiopathologie. Comment expliquer et s'affranchir
des différences marquées existant entre les modeles expérimentaux et les études de terrains?
Des recherches sur la régulation de la synthése de ces protéines sont d'une importance
majeure pour la compréhension des mécanismes qui soutendent leurs variations. La
réalisation d'études précises portant sur les cinétiques et les performances des différents

marqueur, lors d'affection aigué€s ou chronique, permettrait des avancées considérables. De
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plus la standardisation des méthodes d'analyses est une démarche nécessaire pour permettre

de comparer les résultats obtenus entre différents laboratoires.

Des applications autres que cliniques voient le jour, en particulier dans le domaine de
I'hygiéne alimentaire et de zootechnie. Grace au développement de techniques de dosage
rapides et a terme peu onéreuses, 1'évaluation des protéines de la phase aigué pourra ce faire
au sein méme de la chaine d'abattage et permettrait de détecter les animaux malades. Utilisées
a 1'échelle du troupeau, les protéines de la phase aigué pourraient servir de marqueurs de

pathologies subcliniques entrainant des baisses de performances zootechniques.
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