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Résumé

Les incidences de I’écoulement vaginal purulent (EVP) et de I’endométrite
cytologique (EC) sont élevées dans les exploitations laitiéres a cause des contaminations
utérines associées a I’immunosuppression péripartum. Le pegbovigrastim (bG-CSF) a été
approuvé dans la prévention de la mammite clinique chez les vaches en postpartum.
L’objectif de cette étude était d’évaluer I’efficacit¢ du bG-CSF dans la prévention de ’EVP
et de I’EC chez les vaches laitiéres en postpartum. Dans un essai controlé randomisé, 60
vaches laitiéres en postpartum ont été enrdlées et réparties dans deux groupes (saline, n =
29 ; bG-CSF, n = 31) ou chaque vache a recu deux injections de traitement en sous-cutané
aux 14°et 21°jours en lait (JEL) au creux de la croupe. L’EVP et I’EC ont été diagnostiqués
chez les vaches ayant des scores de pus > 3, d’estérase leucocytaire > 1 ou de neutrophiles
> 6%. Toutes les réponses immunitaires utérines et les prévalences de I’endométrite étaient
plus importantes numériquement dans le groupe bG-CSF, mais ne différaient pas
statistiquement de celles du groupe saline. Les résultats étaient aussi non-différents
statistiquement pour les performances subséquentes en reproduction et survie dans le
troupeau. En conclusion, le traitement au bG-CSF ne semble pas efficace pour prévenir
I’EVP et I’EC. Cependant, pour des raisons d’absence de différence significative constaté
dans nos résultats, nous recommandons la poursuite de I’étude avec au moins une puissance
statistique de 80% et un niveau de confiance de 95% afin de mieux conclure sur I’efficacité

de bG-CSF contre I’endométrite.

Mots clés : écoulement vaginal purulent, endométrite cytologique, immunité innée,

pegbovigrastim, gestation, vaches laiticres



Abstract

The incidences of purulent vaginal discharge (PVD) and cytological endometritis
(CE) are high in dairy farms because of uterine contamination associated with peripartum
immunosuppression. Pegbovigrastim (bG-CSF) has been approved for the prevention of
clinical mastitis in postpartum dairy cows. The objective of this study was to evaluate the
efficacy of bG-CSF in the prevention of PVD and CE in postpartum dairy cows on the 35th
day postpartum. In a randomized controlled trial, 60 postpartum dairy cows were enrolled
and divided into two groups (saline, n = 29; bG-CSF, n = 31) where each cow had received
two injections subcutaneously on the 14th and 21st days postpartum at the base of the tail.
PVD and CE were diagnosed in cows at with scores of pus > 3 and leukocyte esterase > 1
or neutrophils > 6%, respectively. bG-CSF group but did not differ statistically from those
of the saline group (p>0.05). Differences were also not significant for subsequent
performance of cows in reproduction parameters and survival in the herd. In conclusion,
bG-CSF treatment did not seem effective in preventing PVD and CE in dairy cows.
However, for reasons of absence of significant difference observed in our results, we
recommend the continuation of the study with at least a statistical power of 80% and a level
of confidence of 95% in order to better conclude on the effectiveness of bG-CSF against

endometritis.

Key words: purulent vaginal discharge, cytological endometritis, innate immunity,

pegbovigrastim, pregnancy, dairy cow
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Introduction

Au Québec, I’¢levage des vaches laitieres est une activité populaire et la capacité des
vaches a véler chaque année a été définie comme la pierre angulaire de la réussite des
exploitants. Idéalement, le taux de gestation optimal des vaches laitiéres a été estimé a 35%
dans les troupeaux. Le succes a la premiere insémination doit étre optimal (Ferguson,
1996). Malgré la sélection génétique intensive des vaches laitiéres pour obtenir un
maximum de rendement en veaux et en lait, I’optimisation de la reproduction constitue

encore une embiliche majeure a la rentabilité des exploitations laiticres.

Pratiquement, les problémes en reproduction des vaches laitiéres ont été¢ largement
associés aux pathologies infectieuses du tractus génital. L’écoulement vaginal purulent
(EVP) et I’endométrite cytologique (EC) surviennent secondairement a I’exposition accrue
de I’appareil reproducteur aux pathogeénes microbiens en période péripartum. Une fois
introduit, ces agents pathogénes s’y développent et colonisent intégralement I’utérus par
suite de la fragilit¢ du systéme immunitaire inné local associée aux modifications
physiques et physiologiques du tractus reproducteur (Sheldon et al., 2008, Sheldon et al.,
2019). Avec une réduction estimée de 25 a 45% des fonctions des leucocytes
polymorphonucléaires (PMN) qui surviennent en période péripartum le taux de
contaminations du tractus génital des vaches laitieres avoisine 100% (Goft, 2008a, b,
Sheldon and Owens, 2017). Les prévalences moyennes de I’EVP et de I’EC entre 30° et
60° jours en lait (JEL) ont été estimées respectivement de 20 a 30% et de 37 a 75% dans
les troupeaux laitiers (Ribeiro et al., 2013, Pascottini et al., 2016, Wagener et al., 2017).
Les conséquences de ’EVP et de I’EC dans les troupeaux laitiers ont été associées a la
réduction de I’expression de 1’cestrus, au prolongement du nombre de JEL ouverts médians
et a la réduction du taux conception a la premiére saillie (Fourichon et al., 2000, Gilbert et
al., 2005, McDougall et al., 2007). De plus, I’augmentation des mortalités embryonnaires
ou feetales a été associée aux conséquences de ’EVP et de I’EC (Fair, 2015). D’autres
¢tudes ont associé¢ I’EVP et de I’EC a I’augmentation du taux de réforme des vaches allant
jusqu’a 3,0% et a I’augmentation des cofts de traitement allant jusqu’a 106 $US par vache
dans les troupeaux laitiers (Bartlett et al., 1986, Esslemont and Peeler, 1993, Sheldon et
al., 2009b).



Actuellement, plusieurs approches pour gérer les effets négatifs de ’EVP et de I’'EC
sur les performances en reproduction chez les vaches laitieres ont été investiguées, mais
elles sont surtout limitées principalement a 1’utilisation d’antibiotiques (Sheldon et al.,
2009b). Récemment, a I’aide de 2 études consécutives randomisées de la céphapirine, une
nouvelle génération d’antibiotique s’était limitée a une simple réduction de I’EVP et de
I’EC au 35° JEL. D’ailleurs, I’approche prostaglandine n’avait produit aucun effet positif
sur les performances de reproduction ultérieures des vaches soumises (Dubuc et al., 2011).
Dans cette incertitude et les risques de résistance des agents pathogénes communs a
I’homme aux antibiotiques, de nouvelles initiatives de prévention des maladies sans utiliser
les antibiotiques s’averent nécessaires afin de parvenir a satisfaire 1’objectif de réduction

de leur utilisation sur les fermes.

Le pegbovigrastim (bG-CSF) est une molécule synthétique du facteur naturel de
stimulant des colonies de granulocytes bovins. Le bG-CSF a été approuvé au Canada et
dans d’autres pays pour diminuer le risque de la mammite clinique favorisée par
I’immunosuppression durant les 30 premiers JEL chez les vaches et taures laitiéres en
péripartum. Son administration est recommandée 1 semaine avant le vélage ainsi que 24
heures apres. Actuellement, 1’efficacité du bG-CSF contre la mammite clinique dans les
troupeaux est estimée entre 25% et 35% (Canning et al., 2017, Van Schyndel et al., 2018).
Pratiquement ce sont les PMN produits qui assurent la protection immunitaire (Canning et
al., 2017, McDougall et al., 2017, Schyndel et al., 2018). A présent, le bG-CSF a été

homologué seulement contre la mammite clinique.

C’est en se basant sur ces constats et dans le but d’explorer davantage les bienfaits
du pegbovigrastim pour améliorer la gestion sanitaire de la reproduction des troupeaux
laitiers que nous avons entrepris cette étude portant sur I’efficacité d’un traitement de
pegbovigrastim pour prévenir ’EVP et I’EC chez les vaches laiticres en période

postpartum (PP).

Pour sa réalisation, nous allons tout d’abord effectuer une syntheése critique de la
littérature. Ensuite, nous allons présenter un essai expérimental randomis¢ dans une
exploitation laitiere suivi de la présentation et de I’analyse des résultats. Enfin, nous allons

discuter les résultats obtenus et tirer une conclusion.
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Chapitre 1 — Revue de littérature




Compte tenu de la diversité des études sur la gestion de la reproduction des vaches
laitieres et la santé utérine, cette revue s’intéresse particulierement aux aspects relatifs a
mon objectif de recherche. D’abord, elle aborde la période postpartum dans ses défis
immunitaires et de contamination du tractus génital des vaches laitiéres. Ensuite, elle étudie
la reproduction et I’endométrite dans sa généralité chez les vaches laitieres et enfin présente
le pegbovigrastim. Je tiens a préciser que cette revue se veut plus critique que systématique
afin de toucher les perspectives de recherche réellement en suspens sur I’endométrite dans

toute sa composante et les effets probables du pegbovigrastim.

Section 1 - Période postpartum chez les vaches laitiéres

Chez les vaches laiti¢res, la période postpartum (PP) fait ’objet d une préoccupation
majeure (LeBlanc, 2008). La PP chez les vaches laitiéres a été définie comme étant
I’intervalle de temps d’environ quarante jours s’écoulant entre le début du vélage et le
retour a un état normal de 1’utérus suite a son involution (Sheldon, 2004). Cette définition
est largement acceptée (Sheldon et al., 2009b). Pratiquement, cette définition laisse croire
qu’au stade postpartum, 1’état de I'utérus des vaches n’est pas normal en raison de
I’influence de divers facteurs qui pourraient étre néfastes pour la reproduction subséquente
et la survie de ’animal dans le troupeau. Un autre auteur a défini autrement la PP comme
I’intervalle de temps entre le vélage et le premier cestrus accompagné d’ovulation

(Kiracofe, 1980).

Présentement, plusieurs chercheurs travaillant pour améliorer la gestion des
troupeaux laitiers s’accordent pour dire que le succes actuel de la reproduction des vaches
laitieres dépend largement d’une gestion efficace de la PP (Sheldon et al., 2009a, Sheldon
et al., 2009b, Sheldon and Owens, 2017). La PP est influencée par une réduction de
consommation alimentaire, une immunosuppression périparturiente, une contamination
microbienne fréquente dans 1’utérus et une persistance possible des agents pathogenes dans
I’utérus. Des pertes économiques substantielles peuvent étre encourues durant cette période
importante due notamment aux traitements, a la baisse de reproduction, et a la hausse de

mortalité ou réforme (LeBlanc, 2008, Sheldon et al., 2009a).

D’autres auteurs ont démontré I’importance de la suppression immunitaire chez les

vaches laitiéres en postpartum avec une réduction considérable de la capacité immunitaire
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des leucocytes polymorphonucléaires (PMN) pouvant aller de 25 a 45% (Donofrio et al.,
2007, Goff, 2008a). L’immunosuppression chez les vaches laitiéres en postpartum
empéche I’élimination des pathogénes, des lochies et augmente 1’inflammation de

I’endométre (Gilbert et al., 2007).

Autour d’une contamination microbienne associée a ’EVP et a I’EC, plusieurs
indicateurs de troubles physiologiques de la reproduction ont été rapportés tels qu’un retard
d’involution utérine avec infertilité subséquente (Sheldon, 2004, Sheldon and Dobson,
2004). Aussi, I’inactivité ovarienne, 1’absence d'cestrus, la réduction des concentrations
plasmatiques de progestérone et d’estradiol ont été rapportées chez les vaches atteintes de
I’EVP et de PEC (Wettemann, 1980). En plus, un milieu utérin sous-optimal pour la
conception et la gestation est parfois développé chez les vaches positives de I’EVP et de
I’EC (Kiracofe, 1980). Des échecs de fécondation, puis des mortalités embryonnaires ou

feetales sont également notés (Fair, 2015).

1.1.1 Eléments physiologiques de ’utérus postpartum

La PP chez les vaches laiti¢res est marquée par diverses modifications anatomiques
et physiologiques. Par conséquent, le retour a une santé utérine normale demeure
nécessaire et indispensable pour une réussite efficace de la reproduction subséquente. Bref,
chez les vaches laitieres en postpartum, I’involution utérine, le retour de I’activité cyclique
ovarienne et la restauration des fonctions immunitaires de I’endometre ont été identifiés
comme événements biologiques de la reproduction les plus importants a accomplir afin de
permettre le retour normal de 1’utérus apres le vélage (Sheldon, 2004, Sheldon et al., 2011a,

b).
1.1.1.1 Involution utérine

Il s’agit du processus de retour a 1’état réceptif normal de 1’utérus pendant les 45
premiers JEL et demeure le premier événement biologique de la reproduction qui se produit
chez les vaches laiti¢res apres le vélage (Sheldon, 2004, Sheldon et al., 2011b). Apres le
vélage, le poids de I'utérus des vaches a été estimé jusqu’environ 9 kilogrammes dont 1 a

2 litres de lochies (Kiracofe, 1980, Sheldon, 2004, Sheldon et al., 2011b). Cependant, le
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volume utérin régresse de manicre progressive pendant la PP jusqu’a peser environ 1

kilogramme au 30° JEL (Kiracofe, 1980, Short et al., 1990).

Par ailleurs, d’autres auteurs ont rapporté 1’association entre I’involution utérine et
le retour physiologique de ’utérus et ont noté que la régression du poids de I'utérus se
compléte pendant les 2 premiéres semaines suivant le vélage lorsque les conditions
physiologiques sont normales (Short et al., 1990, Sheldon et al., 2009a). Cependant,
lorsque le processus d’involution utérine est associé a une infection microbienne ou a de
I’inflammation sévére, la régression utérine peut devenir incompléte (Short et al., 1990).
Une évaluation du diamétre des cornes utérines de 75 vaches laitieres Holsteins et frisonnes
durant la PP a enregistré une régression du volume utérin pendant les 40 premiers JEL

(Sheldon, 2004).
1.1.1.2 Retour de I’activité ovarienne

Apres I’involution utérine, le retour de 1’activité ovarienne a été identifié comme une
seconde étape nécessaire et indispensable pour la réussite de la reproduction future chez
les vaches laitiéres en postpartum (Sheldon et al., 2011b). Plusieurs observations ont fait
état des modifications de I’activité ovarienne par les réponses immunitaires, I’EVP et I’EC
chez les vaches laitiéres en postpartum. Sous I’influence des réponses immunitaires, de
I’EVP et de ’EC, pres de 50% des vaches laitieres en PP ne parviennent pas a ovuler le
premier follicule dominant aprés le vélage entre 14° et 28° JEL (Mateus et al., 2002,
Williams et al., 2005, Sheldon et al., 2011a). Cette remarque avait été rapportée ou de
nombreux cycles cestraux anormaux comprenaient une période anovulatoire des phases
lutéales prolongées (Morrow, 1966, Leslie, 1983, Stevenson and Call, 1988). Les vaches
laitieres en PP, diagnostiquées avec un EVP au 42° JEL étaient moins susceptibles d’avoir
ovulé entre 60° et 70° JEL que les vaches en bonne santé (Burke et al., 2010). Ailleurs, une
réduction d’au moins 50% de la fréquence des cestrus, de la durée des cestrus et du taux de
conception a la premiere saillie chez les vaches atteintes de ’EVP a été notée (Donofrio et
al., 2007). Aussi, par comparaison du nombre de follicules ovariens entre les vaches en
bonne santé et celles affectées, une réduction du nombre de follicules a été notée chez les

vaches atteintes de ’EVP (Maquivar et al., 2015). Egalement, un risque plus grand de
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kystes ovariens chez les vaches laiticres en PP diagnostiquées de I’EVP entre 14°€ et 42°

JEL a été constaté (Tsousis et al., 2009).

Comme pour I’EVP, I’association entre I’EC et I’activité ovarienne a aussi été
¢valuée. Chez les vaches positives de I’EC au 25° JEL un retard moyen de reprise de
I’activité ovarienne de 18,7+/-1,4 jours a été rapporté par rapport aux vaches normales qui
avaient un retard moyen de 13,2+/-0,9 jours (Salehi et al., 2017). D’autres investigations
ont rapporté aussi que les vaches avec I’EC avaient une reprise tardive de 1’activité
ovarienne apres le vélage et des effets hormonaux (Sheldon et al., 2009a, Dubuc et al.,

2010d, Dubuc et al., 2012).

En dépit de toutes ces preuves existantes, I’association entre la cyclicité postpartum,
la santé utérine et la fertilité¢ des vaches est discutée. Des résultats différents en ce qui
concerne le lien entre ’EVP et ’EC et la cyclicité ovarienne ont été notés. L’incidence de
I’EC chez les vaches ayant débuté le cycle au 29° JEL était inférieure par rapport a celle
chez les vaches ayant débuté leur cycle ovarien plus tard, soit au 49° JEL (Galvao et al.,
2010). En revanche, dans certaines expériences, aucune relation entre I’EC, la cyclicité
ovarienne, la parité et le JEL au moment du diagnostic n’a été révélée (Carneiro et al.,
2014). Par contre en se basant sur les cytokines pro-inflammatoires du tractus reproducteur,
les vaches ayant repris leur cyclicité ovarienne plus tot apres le vélage ont démontré une
expression plus grande de signaux inflammatoires de I’ARNm de cytokines entre le 40° et
60° JEL par rapport aux vaches qui ont débuté leur cycle plus tard (Heppelmann et al.,
2015). Des effets a long terme de I’EC sur la fonction ovarienne chez les vaches laitieres
en postpartum, survenus a la suite de la perturbation hormonale avec réduction des
concentrations d’estradiol, de déhydroépiandrostérone, d’androsténedione et de
testostérone avec des concentrations importantes de cortisol dans les follicules libérés ont

¢été rapportés (Green et al., 2011).
1.1.1.3 Régénération de I’endométre

La régénération de I’endometre représente la derniere étape du processus
physiologique de 1’utérus des vaches laitieres en postpartum. La régénération de

I’endométre est une activité essentielle au succes futur de la reproduction en général chez
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les mammiferes en postpartum (Sheldon, 2004, Sheldon et al., 2011b, Velladurai et al.,
2016). Des études chez les humains ont qualifié¢ I’endomeétre comme ’unique tissu qui subit
une excrétion cyclique physiologique et une régénération ultérieure sans cicatrices a des
intervalles d’environ 1 mois tout au long des temps de procréations (Aghajanova et al.,
2018). Pratiquement, le processus de régénération de I’endométre est naturel et est assuré
par des mécanismes cellulaires et hormonaux (Gargett et al., 2008, Gargett and Masuda,
2010). De nombreuses variétés de molécules organiques sécrétées par les glandes
endométriales, les fibroblastes, les plaquettes, les cellules souches / progénitrices
épithéliales, les cellules mésenchymateuses et les cellules endothéliales chez les
mammiferes sont impliquées dans la régénération de I’endométre (Gargett and Masuda,
2010, Kaitu'u-Lino et al., 2012, Velladurai et al., 2016). Par exemple, apres le vélage, les
plaquettes interviennent immédiatement dans la réparation du tissu utérin en empéchant le
saignement. Les plaquettes contiennent des granules contenant des facteurs de croissance
et des cytokines libérés lors de leur activation des plaquettes au site de la 1ésion ou de
l'inflammation. Ces facteurs sont essentiels pour activer les fibroblastes et recruter les
leucocytes au site de la 1ésion, ainsi que pour induire et régler la prolifération et la migration
d'autres types de cellules impliquées dans la réparation tissulaire, telles que les cellules
musculaires lisses, les cellules souches mésenchymateuses et les cellules endothéliales
pour l'angiogenese (Langer et al., 2009, Stellos et al., 2010). Quant a 1’effet des hormones
sexuelles dans la régénération de I’endometre, des études ont rapporté que I'cestrogene
induit la prolifération des cellules épithéliales et stromales de I'endometre en régulant a la
hausse la synthése et la sécrétion du facteur de croissance. L'cestrogéne augmente
I’expression de récepteurs cellulaires qui assurent la reconnaissance de non-soi. En ce qui
concerne la progestérone, elle intervient dans la phase de sécrétion de I'endometre ou elle
inhibe la prolifération et provoque la différenciation des cellules épithéliales et la

décidualisation des cellules stromales (Stellos et al., 2010).

Quant a la qualité du processus de régénération de I’endometre, elle varie selon le
temps postpartum. Chez les vaches en postpartum, des études ont rapporté des niveaux de
régénération de I’endométre variant de partielle en 28 JEL a compléte en 45 JEL (Sheldon,

2004, Sheldon et al., 2011b). La perte de 1’allantochorion suivie de la nécrose des
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caroncules utérines qui disparaissent en 12 jours est un processus de régénération de
I’endometre qui se compléte superficiellement au 25° JEL, et profondément au bout de 6°

et 7° semaines ou 35° JEL.

A cet effet, certaines études ont rapporté ’intérét de Dutilisation des produits
biologiques comme les perfusions intra-utérines de plasma riche en plaquettes pour
stimuler le processus de régénération de I’endomeétre aprés I’accouchement ou les
menstruations anormales chez la femme (Gargett et al., 2001, Gargett and Masuda, 2010,
Aghajanova et al., 2018). Cependant, a la limite de nos connaissances actuelles 1’utilisation

de ces traitements en médecine vétérinaire demeure non courante.
1.1.1.4 Décontamination de ’utérus

Une importance cruciale de la décontamination de 1’utérus a été également notée
dans la réussite de la reproduction future des vaches en PP (Sheldon et al., 2011b). La
contamination utérine peut atteindre environ 100% des vaches apres le vélage (Sheldon
and Dobson, 2004, Williams et al., 2008, Sheldon and Owens, 2017) . La contamination
¢levée de 1’utérus est particulierement due a la suppression des fonctions immunitaires
innées locales associée au relachement des barriéres physiques génitales favorisant la
pénétration des agents pathogenes (Kehrli Jr et al., 1991, Goff, 2008a). L’adhésion, la
multiplication, I’invasion des tissus utérins par les différents microbes infiltrés et leur
résistance pendant la PP retardent ainsi le retour normal de la physiologie de 1’utérus pour
la reproduction future. A cet effet, il a été noté que 1’expulsion de ces microbes demeure
une condition importante pour finaliser I’involution compléte de 1’utérus chez les vaches
en postpartum (Sheldon et al., 2011a). Le mécanisme exact semble encore incompris, mais
il a toutefois été attribué a I’activité de I’immunité innée de 1’utérus a travers son endometre
qui assure une défense solide contre les infections véhiculées (Herath et al., 2009, Sheldon
et al., 2011b). Ce constat a été partagé par d’autres chercheurs qui supposent qu’une
certaine réponse inflammatoire de 1’endomeétre postpartum est essentielle a la clairance
bactérienne et au rétablissement de la fonction endométriale (Gabler, 2010, Chapwanya et
al., 2012). Certains pathogeénes comme Escherichia coli (E. coli), Fusobacterium

necrophorum (F. necrophorum), etc. couramment rencontrés dans 1’utérus des vaches en
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postpartum sont rarement détectés chez les vaches atteintes de I’EC avec le fonctionnement

de ’'immunité innée de I’utérus (Sheldon et al., 2006, Melcher et al., 2014).

11 a été constaté que la réponse immunitaire innée aux infections bactériennes dépend
de la capacité de I'utérus a €laborer des protéines pro-inflammatoires qui sont des puissants
stimulants des protéines de la phase aigiie telles que les cytokines ou peptides
antimicrobiens, les prostaglandines la glycoprotéine a 1’acide (Gayle et al., 1999, Fischer
etal.,2010, Lind et al., 2015). Ces médiateurs du processus inflammatoire inné sont régulés
positivement sur le plan physiologique au cours de la période puerpérale et mobilisent et
activent les cellules inflammatoires PMN dans 1’utérus contre les agents pathogénes
microbiens. L’expression la plus élevée de cytokines a été observée chez les animaux en
bonne santé au cours de la 3° semaine postpartum (Gabler et al., 2009, Chapwanya et al.,

2012).

1.1.3 Défense utérine contre les pathogénes microbiens et inflammation

Un lien étroit entre le développement des MU causées par les pathogenes microbiens
et la défense immunitaire de I’utérus des vaches postpartum a été établi (LeBlanc et al.,
2011, Chapwanya et al., 2012, Ghanem et al., 2014). Des investigations ont montré que le
développement d’une infection et d’une inflammation ou d’un retour a la normale de
I’utérus postpartum chez les vaches laitiéres dépend grandement du fonctionnement du

systéme immunitaire en PP (LeBlanc et al., 2011).

L'immunité innée et I'immunité adaptative ont €té associées a cette protection de
I’utérus contre les agents pathogeénes microbiens (Brackenbury et al., 2003, Medzhitov,
2007). L’immunité innée ou réponse non spécifique de I’utérus est vue comme un ensemble
de mécanismes de défense naturelle de premiére ligne face a une infection. Lorsque cette
défense est activée a la suite de facteur comme le vaccin, elle s’adapte de maniere
spécifique a la source immunologique. Des études ont montré que I’immunité innée et
I'immunité adaptative peuvent agir synergiquement méme si I’ampleur et la qualité de la
réponse adaptative dépendent des signaux dérivés de la réponse innée stimulée
(Brackenbury et al., 2003). En plus de son caractere spécifique, la réponse immunitaire

adaptative de I’utérus contre les pathogenes et 1’inflammation utérine est assurée par un
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nombre restreint de cellules notamment les lymphocytes T et B (Brackenbury et al., 2003).
Quant a ’immunité innée, des études ont démontré qu’elle est assurée par un ensemble
plus important de cellules sanguines et tissulaires avec prédominance des PMN. Le
caracteére non spécifique des PMN leur permet d’assurer la défense de I'utérus contre les
pathogénes microbiens et la régulation immédiate de 1’inflammation postpartum (Grasso,
2002, Turner et al., 2012). Au niveau de 1’utérus, les PMN représentent une des
composantes trés importantes de I’immunité locale (Burg and Pillinger, 2001, Hammon et
al., 2006, Turner et al., 2012). En période péripartum, I’immunité innée peut &tre
enclenchée plusieurs semaines avant 1’apparition de la maladie puisque les vaches
subissent une immunosuppression péripartum transitoire avec altération des fonctions de
phagocytose et de ’activité oxydative des neutrophiles (Kimura et al., 1999, Hammon et
al., 2006). De plus, la production accrue de cortisol endogeéne lors du vélage affecte
négativement I’expression de la protéine responsable de 1’adhésion des PMN durant leur

roulement sur la surface de I’endothélium (Burg and Pillinger, 2001).

Les mécanismes d’action des PMN en période péripartum chez les vaches laiticres
ont été largement étudiés et rapportés. Normalement, apres le vélage, les PMN sont recrutés
a partir de la moelle osseuse des vaches pour augmenter leur nombre au site de
I’inflammation, soit de 1’utérus (Turner et al., 2012). Avec une réponse immunitaire
efficace, les PMN réduisent la sensibilité des vaches en PP aux infections bactériennes et
favorisent la régulation de I’inflammation de I'utérus et I’amélioration de performances
reproductives. Il a été prouvé par de nombreuses études qu'un afflux rapide et substantiel
des PMN dans I’utérus apres le vélage assure une réponse inflammatoire associée a une
incidence réduite des troubles utérins chez les vaches en PP (Galvao et al., 2011, Turner et
al., 2012, Gilbert and Santos, 2016). Les PMN engloutissent les pathogenes et les détritus
utérins (Sheldon et al., 2014). Des fonctions principales des PMN sont 1’activation,
I’adhésion et la migration endothéliales, la reconnaissance et la neutralisation des agents
pathogenes a 1’aide des fonctions de phagocytose et 1’activité oxydative intracellulaire, la
dégranulation extracellulaire, les pieges extracellulaires, 1’apoptose et la résolution de

I’inflammation (Turner et al., 2012, Liew and Kubes, 2019).
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Section 2 - Etude de I’endométrite chez les vaches laitiéres en postpartum

1.2.1 Concept endométrite : évolution et définitions

La caractérisation du concept endométrite a longtemps variée dans la littérature
scientifique selon les études, les moments d’investigation ou les procédures de mise en
ceuvre des observations. Malheureusement, il a fallu attendre jusqu’en 2006 pour obtenir
des définitions bien acceptées des concepts cliniques et subcliniques de 1’endométrite
permettant de faciliter le diagnostic et la gestion de I’endométrite dans les troupeaux
laitiers (Gilbert et al., 2005, Sheldon et al., 2006). Il existe maintenant de nombreuses
preuves scientifiques que 1’endométrite postpartum évolue chez les vaches laiticres de
manicre aussi bien clinique que subclinique (Dubuc et al., 2011, Denis-Robichaud and

Dubuc, 2014, Sheldon and Owens, 2017).

Plus récemment, puisque I’insuffisance de compréhension des concepts de
I’endométrite persistait encore au sein de la communauté scientifique méme aprés de
nombreuses contributions, des nouvelles définitions plus explicites ont été ¢€laborées
(Sheldon, 2006, LeBlanc, 2008, Dubuc et al., 2010a). La combinant les données cliniques
et cytologiques de I’endométrite ont permis de classifier les vaches affectées en deux états
de santé : I’écoulement vaginal purulent (EVP) ou de ’endométrite cytologique (EC).
Mais certaines vaches peuvent avoir les 2 maladies de fagon concomitante. Récemment,
Le concept de I’endométrite a été spécifié durant la derniére décennie en EVP en
remplacement de I’endométrite clinique et en EC (Dubuc et al., 2010a, Gilbert, 2016b).
Ainsi, conformément aux suggestions précédentes, pour la suite de ce travail, ce sont les

termes EVP et EC qui seront utilisés.

1.2.1.1 Ecoulement vaginal purulent

La définition de ’EVP a évolué dans la littérature scientifique. Cette évolution fait
suite apres la premiere définition de I’EVP incluant son effet négatif sur les performances
de la reproduction (LeBlanc et al., 2002). Récemment, en se basant sur une échelle de 0
(écoulement clair) a 3 (écoulement fétide aqueux, purulent ou brun) ’EVP a été caractérisé
par la présence méme de mucus d’un score supérieur ou €gal a 1, diagnostiqué au 21° JEL
ou plus associé a une baisse de performance de reproduction (Giuliodori et al., 2017). Cette

précision de cas d’endométrite clinique par EVP détecté dans le vagin des vaches en PP
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permet dorénavant premieérement de pallier ’insuffisance de la méthode clinique de
diagnostic de cette forme d’endométrite. Aussi, d’autres auteurs pensent que définir ’EVP
en association avec la performance reproductive des vaches atteintes permet de répondre
a la nuance soulevée avec objectivité que toute inflammation n’était liée a ’EVP et que
ces conditions pouvaient avoir des facteurs de risque différents (Dubuc et al., 2010a). Un
autre avantage fondamental de cette définition pourrait étre ce caractére plus descriptif de
I’EVP qui désormais doit étre employé en remplacement du terme « endométrite clinique

» contrairement a I’EC (Dubuc et al., 2010a).

1.2.1.2 Endométrite cytologique

L’endométrite cytologique (EC) est encore appelée endométrite subclinique
(Wagener et al., 2017). L’EC a été consensuellement défini comme une inflammation de
I’endomeétre caractérisée par une présence accrue de neutrophiles dans les échantillons
cytologiques de I’endometre prélevés par la technique de cytobrosse (Dubuc et al., 2010a,
Wagener et al., 2017). Le pourcentage des PMN déterminant cette inflammation varie
selon les études et les objectifs de recherche. Par exemple, une fourchette de proportion de
5,5 a 10% indiquant I’état inflammatoire de I’utérus a été rapportée par (Sheldon et al.,
2009b). Une proportion de 6% des PMN dans le mucus utérin chez les vaches Holsteins
au 35° JEL avait permis d’¢laborer une définition optimale de la reproduction, mais avec
des sensibilités tres faibles pour la prédiction future de ’EC (Dubuc et al., 2010a). Par
ailleurs, un seuil de 18% des PMN avait été utilis¢é pour définir ’EC, mais chez une
population de vaches Holsteins en postpartum ne présentant aucun signe clinique

(Kasimanickam et al., 2004).

Ces différends entre les études justifient 1’idée que I’EC est une nouvelle
terminologie utilisée pour caractériser la présence d’inflammation endométriale dont
I’exploration devrait encore se poursuivre chez les vaches laitieres en PP (Wagener et al.,

2017).
1.2.2 Causes et pathogenése de ’endométrite

Bien que des revues de littératures ont fait état de certaines incompréhensions dans

le mécanisme causal de 1’endométrite, divers facteurs responsables de pathogenese de
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I’EVP et I’EC chez les vaches en postpartum ont été incriminés (Sheldon et al., 2008,
Wagener et al., 2017). Principalement, ces facteurs sont d’ordre alimentaire caractérisé par
la suppression immunitaire péripartum, associée a la présence des pathogénes microbiens
ayant envahi 1’'utérus (Hammon et al., 2006, Goff, 2008b, Goff, 2013). Il a été rapporté
qu’apres le vélage, I'utérus des vaches est souvent envahi par la voie ascendante par des
micro-organismes pathogeénes qui entraineraient une infection locale (Boer et al., 2014,
Wagener et al., 2017, Roche et al., 2018). L’infection de I’utérus par ces agents pathogenes
implique leur adhérence a la muqueuse, la colonisation ou la pénétration de I’épithélium
utérin, et la libération des toxines conduisant a 1’établissement de I’EVP et de I’EC.
Cependant, il a été constaté que le développement de ’EVP et de ’EC dépend a la fois de
la réponse immunitaire des vaches, de leur statut reproductif (primipare ou multipare), de

I’espéce et du nombre d’agents pathogénes introduits dans 1’utérus.

Généralement, la présence des pathogenes cités plus haut dans le tractus
reproducteur des vaches laitiéres en postpartum semble &tre attribué a 1’exposition de leur
tractus reproducteur en période péripartum et le role des débris tissulaires de 1’épithélium
de I'utérus apres vélage qui favorise la croissance des pathogeénes (LeBlanc et al., 2011).
Parmi les bactéries pathogenes précédemment citées, E. coli et A. pyogenes suivis par les
bactéries anaérobiques telles que F. nectrophorum et Prevotella melaninogenicus (P.
melaninogenicus) sont les plus incriminées dans les infections utérines (Sheldon et al.,
2010, LeBlanc et al., 2011). Particulierement, il a été rapporté que 1’infection de ’utérus
par E. coli semble exposer ultérieurement le milieu utérin a d’autres bactéries ou virus.
Cela serait d au fait que les potentiels pathogénes appelés E. coli spécifique pathogene de
I’endometre facilitent la cohabitation synergique de 4. pyogenes et les bactéries

anaérobiques dans 1’utérus (Sheldon et al., 2010).

1.1.3 Contaminants microbiens de ’utérus

La période péripartum est une période critique pour les vaches laitieres. a la période
péripartum, environ 100% des utérus sont contaminés par des bactéries au cours des 2
premicres semaines (Sheldon and Dobson, 2004, Sheldon et al., 2004, Williams et al.,

2005). En plus des bactéries, 1’association des virus aux infections utérines des vaches
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laitieres a été aussi rapportée méme si I’impact de ces derniers demeure plutét méconnu

(Sheldon et al., 2011b).

1.2.3.1 Contamination virale de I’utérus

Bien que le diagnostic des infections virales demeure encore peu investigué, il existe
dorénavant des preuves scientifiques des effets négatifs du virus de I’herpés bovin 4
(BoHV-4) sur I’utérus des vaches (Donofrio et al., 2007, Nikolin et al., 2007). Cependant,
le BoHV-4 est encore le seul pathogene viral isolé¢ des infections utérines des vaches
laitieres. Cette découverte du BoHV-4 a permis de conclure que les virus est bien associé
a la métrite chez les vaches avec un tropisme important pour I’endometre et une réplication
rapide suivis d’une destruction des cellules épithéliales et le stroma (Donofrio et al., 2007,
Nikolin et al., 2007). Dans 1’utérus, le BoHV-4 posséde un effet cytopathique et réduit la
sécrétion des prostaglandines des cellules épithéliales de I’endomeétre, dérégulant de la
durée de vie du corps jaune (Donoftio et al., 2007). Toutefois, il a été précisé que 1’étude
¢tait réalisée simplement sur les cellules stromales et épithéliales dépourvues de cellules
leucocytaires immunitaires conférant a I’endometre son mécanisme de défense (Donoftrio

et al., 2007).

1.2.3.2 Contamination bactérienne de I’utérus

Apres la parturition, la détection des bactéries dans la lumiére utérine peut avoir lieu
chez toutes les vaches (Jeon et al., 2015). Un large éventail de bactéries a été isolé dans la
lumiere utérine des vaches laitieres en PP (Miller et al., 2007, Bicalho et al., 2012,
Pothmann et al., 2015). La source de contamination bactérienne n’est, cependant, pas
encore clairement établie méme si de nombreuses études ont supposé qu’apres le vélage,
les bactéries atteindraient 1’utérus a partir du canal génital (Kaneene and Miller, 1995,

Benzaquen et al., 2004, Schuenemann et al., 2011).

Les bactéries les plus fréquemment rapportées ont été Escherichia coli (E. coli),
Trueperella pyogenes (T. pyogenes), F. necrophorum, Prevotella spp. (P. spp.) et
Bacteroids spp. (B. spp.) (Bicalho et al., 2010, Santos et al., 2011, Jeong et al., 2017). Il a
€té supposé que ces bactéries atteignent 1’utérus a partir de I’environnement de la vache,
mais demeure aseptique pendant la gestation. Cependant, avec 1’évolution des

connaissances et des nouvelles technologies, des découvertes récentes ont remis en
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question cette croyance selon laquelle les agents pathogénes utérins atteignent I'utérus a
partir de I’environnement, car la présence des bactéries dans 1’utérus des génisses vierges
et des vaches gestantes a été notée méme si cela n’était pas associée a de I’inflammation
endométriale (Karstrup et al., 2017, Moore et al., 2017). De plus, durant la gestation, des
bactéries pathogeénes peuvent migrer par voie hématogeéne vers 1’utérus des vaches et se
localiser dans I’endométre ou les placentomes ou les deux a la fois (Jeon et al., 2017,

Karstrup et al., 2017).

Par ailleurs, il est a signaler que méme si plusieurs des sources citées plus haut sont
d’accord sur I’implication principale d’E. coli, de T. pyogenes, de F. necrophorum, de
Prevotella. spp. et de Bacteroides. spp. dans les processus pathologiques des maladies
utérines (MU) des vaches en PP, de nombreuses autres bactéries ont été aussi isolées
(Machado et al., 2012, Wagener et al., 2014, Pothmann et al., 2015). Les Proteus spp., les
Streptocoques non hémolytiques et de Mannheimia haemolytica (M. haemolytica) ont été
aussi rapporté a la suite de ’examen du mucus vaginal fétide collecté dans la cavité utérine
des vaches laitieres en PP (Sanz et al.,, 2004). Une étude a admis que ces especes
bactériennes de I'utérus constituent des facteurs de risques pour ’EVP et ’EC, mais n’ont
retrouvé que E. coli et T. pyogenes respectivement chez trois vaches seulement allouées a
leur expérience. D’ailleurs, en évaluant a 95% [D’activité ovarienne des vaches incluses
dans leur étude, les auteurs avaient conclu que ces bactéries jouent un réle mineur dans les

causes des MU (Pothmann et al., 2015).

Afin de mieux prendre en charge les maladies causées par les bactéries communes
de I’utérus, certaines études se sont intéressées au rapport entre les effets pathogéniques
des bactéries de 1’utérus, la proportion des PMN, et le temps d’évolution de ’EVP et de
I’EC (Westermann et al., 2010, LeBlanc et al., 2011). Sur le plan scientifique, ces études
ont contribué¢ davantage a la compréhension de la colonisation bactérienne de I’utérus des
vaches laitieres en postpartum. Une proportion des PMN entre le 21°¢ et 27° JEL ont montré
une corrélation positive entre la présence d’E. coli et ’EC, mais non entre les
Streptocoques non hémolytiques et ’EC (Westermann et al., 2010). La présence de ’EVP
a été également associée aux facteurs de virulence spécifiques a E. coli (LeBlanc et al.,

2011). Un accord a été trouvé entre la présence d’E. coli, T. pyogenes, F. necrophorum, P.
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melaninogenica et Proteus spp. et le pourcentage des PMN utérins lors de la cytobrosse
utérine du 29 au 43° JEL chez les vaches Holsteins primipares et multipares (McDougall
et al., 2007). La proportion des PMN dans le mucus utérin contenant 7. pyogenes chez les
vaches Holsteins en postpartum a été estimée de plus de 0,6% par rapport aux vaches

indemnes entre 31° et 59° JEL (Madoz et al., 2014).
1.2.4 Prévalence de I’écoulement vaginal purulent et endométrite cytologique

Les prévalences de I’EVP et de I’EC actuelles sont considérables et varient d’une
¢tude a I’autre respectivement de 20% a 30% et de 37% a 75% (Boer et al., 2014, Pascottini
et al., 2016, Wagener et al., 2017). Les raisons fondamentales liées a cette variation ont
¢été attribuées principalement a I’insuffisance de description des méthodes de diagnostic
utilisées, au choix de leurs seuils d’interprétation, a la classification des infections utérines
et a la PP au cours de laquelle I’infection a été déclarée. Aussi, I’influence d’autres facteurs
comme les caractéristiques générales des vaches notamment la parité ou 1’age, la race et
les pratiques de gestions des troupeaux laitiers ont été répertoriées dans les variations des
prévalences de ’EVP et de ’EC chez les vaches en PP (Boer et al., 2014, Sheldon and
Owens, 2017, Wagener et al., 2017).

Pratiquement, il a été noté que de tous ces facteurs influengant les prévalences de
I’EVP et de ’EC chez les vaches laitieres en PP, le temps d’investigation demeure le plus
important. Dans toutes les études consultées, il a été constaté que méme avec des seuils de
diagnostic similaires, les prévalences de ’EVP et de I’EC diffeérent en fonction de la PP
d’investigation (Gilbert et al., 2005, Ribeiro et al., 2013, Pothmann et al., 2015). En
prenant par exemple ’EC, une prévalence moyenne de 12,7% a été rapportée en utilisant
un seuil supérieur ou égal a 5% de PMN dans le mucus utérin collecté par la technique de
cytobrosse effectué¢e a 271 JEL en moyen. Les auteurs avaient conclu qu’il n'est presque
pas possible de mener un tel essai avec un report de 1'élevage de plus de 200 jours dans
une ferme laitiere commerciale (Pothmann et al., 2015). Par ailleurs, une autre étude
utilisant un seuil supérieur ou égal a 5% de PMN et la méme technique de cytobrosse chez
les vaches laitieres en postpartum inscrites a un programme d’insémination artificielle
entre 28° JEL +/- 3 jours, a rapporté une prévalence de I’EC de 59,0% (Ribeiro et al.,
2013). Avec les mémes procédures, mais évalué entre 40° et 60° JEL, une autre étude a
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rapporté des prévalences globales moyennes de 37,0% et de 75,0% respectivement de

I’EVP et de ’EC dans des troupeaux laitiers (Gilbert et al., 2005).

Aussi, avec le seuil supérieur ou égal a 6% de PMN dans le mucus utérin collecté
avec la technique de cytobrosse, le méme constat de variation des prévalences de ’EC a
¢été constaté. Une prévalence de I’EC de 29,4% a été rapportée entre 30° et 43° JEL (Dubuc
and Denis-Robichaud, 2017). Une autre prévalence de 18,7% de ’EC a été rapportée au
seuil de 6% de PMN mais au 35° JEL (Dubuc et al., 2010b).

1.2.5 Facteurs de risque de ’endométrite

Des revues de littératures ont répertorié les facteurs de risque des MU chez les vaches
laitieres en PP (Sheldon and Dobson, 2004). La mortinatalité, les jumeaux, la dystocie, la
rétention placentaire, les conditions métaboliques, la fiévre vitulaire, la cétose, 1’équilibre
entre la pathogénicité et I’'immunité, ainsi que la perturbation des fonctions des
neutrophiles ont été cités comme des facteurs de risque les plus importants pour les MU
(Potter et al., 2010, Prunner et al., 2014, Giuliodori et al., 2017). L’hygiéne
environnementale, la race, le type de parcs de vélage, etc. ont été cité comme facteurs
moins importants. De maniére spécifique, la dystocie, la rétention placentaire et la métrite
sont les plus associés a I’EVP car ils semblent augmenter la plausibilité des traumatismes
utérins et la contamination microbienne. Pour ’EC, les facteurs de risques spécifiques
rapportés sont la cétose et la perte de poids corporel souvent associées a I’effet de
I’immunosuppression ou du déséquilibre métabolique (Dubuc et al., 2010b, Potter et al.,

2010).

Récemment, une concentration élevée d’acides gras non estérifiés prépartum
supérieure ou égale a 0,6 millimole par litre de sang (mmol/l) et une haptoglobinémie
supérieure ou égale a 0,8 gramme par litre de sang (g/1) ont été rapportées comme facteurs
de risque associés a ’EVP et a I’EC au 35° JEL chez les vaches en PP au Canada (Dubuc
et al., 2010d). Une autre étude a rapporté que tous les facteurs de risque étaient associés a
I’EC lors de leur investigation dans 38 grandes fermes laitiéres de 1’Etat de New York
(Sheldon and Dobson, 2004). A 1’aide d’une analyse statistique multivariée, d’autres

chercheurs ont not¢ le vélage assisté, la rétention placentaire, la mortinatalité, les jumeaux
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et la primiparité comme facteurs de risques associés a la survenue de ’EVP chez les vaches
en PP et que la rétention placentaire demeure le risque le plus important (Potter et al.,

2010).

En outre, des panels d’experts ont classifi¢ selon leur importance, la rétention
placentaire, la dystocie, les jumeaux, la mortinatalité, I’hypocalcémie, le vélage assisté, le
traumatisme vaginal au moment du vélage, parité et race comme étant les principaux
facteurs de risque de I’EVP (Cheong et al., 2011). Selon une autre source, la rétention
placentaire et la dystocie sont associ¢es a I’EC et augmentent la réduction de performance
de reproduction et le syndrome reproducteur répétitif (Salasel et al., 2010). Une autre étude
a I’aide d’un modele de régression logistique a rapporté 1’association entre ’EVP et
’assistance au vélage et la présence de graisse dorsale d’épaisseur méme inférieure ou
¢gale a 15 mm, mais n’a constaté aucun effet relié au parc de vélage ou la ferme, la saison,
la parité et les jumeaux (Prunner et al., 2014). Ailleurs, I’EC était significativement
associée a la ferme ou parcs de vélage méme si les vaches en stabulation entravée avaient
un risque plus faible de I’EC que les vaches en stabulation avec parcs de vélage, mais

aucun effet de parité entre 35 et 60° JEL (Carneiro et al., 2014).
1.2.6 Diagnostic de I’écoulement vaginal purulent et endométrite cytologique

Afin de mieux comprendre ’EVP et I’EC, plusieurs méthodes ou techniques ont été
proposées et sont appliquées actuellement en sciences vétérinaires. La technique du test
d’estérase leucocytaire a €té rapportée pour le diagnostic de ’EC (Couto et al., 2013). La
technique de la cytobrosse a été rapportée pour le diagnostic de I’EC (Kasimanickam et
al., 2004, Esposito et al., 2014, Gilbert, 2016a). En plus, une étude a rapporté les tests de
diagnostic moléculaire pour la mise en évidence de I’EC (Gilbert, 2016c). Concernant le
diagnostic de I’EVP, la technique de metricheck a été largement privilégiée par rapport
aux autres techniques possibles (Gilbert et al., 2005, McDougall et al., 2007, McDougall
et al., 2013). La technique vaginoscopique a été aussi rapportée pour détecter le pus dans
le vagin des vaches en postpartum (Gilbert et al., 2005, Leutert et al., 2012). D’autres
¢tudes ont rapporté 1’utilisation de la main gantée pour récupérer I’EV (Plontzke et al.,
2011, Toni et al., 2015). Pratiquement, 1’utilisation de ces méthodes demeure spécifique

au but de la recherche basée sur la nature de la maladie a investiguer. Ce qui pourrait
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limiter variablement leurs avantages sur le plan pratique. Une revue systématique de
littérature sur les approches expérimentales (plan expérimental, taille de 1’échantillon,
méthode d’échantillonnage, I’approche statistique) a noté une grande diversité entre les
méthodes de diagnostic de ’EVP et de ’EC sur le terrain. Seulement 20% des articles
scientifiques recensés traitaient a la fois les caractéristiques des tests, les seuils et les
sources d’erreurs qui constituent des critéres fondamentaux pour la sélection, I’application

et interprétation des résultats des tests de diagnostic (Boer et al., 2014).

Ces critéres permettent de mesurer les performances des méthodes de diagnostic de
I’EVP et de ’EC, utilisées a grande échelle dans la gestion des MU. La sensibilité, la
spécificité, la fréquence d’emploi, la répétabilité, la facilité d’application la mise en
évidence de 1’association entre les résultats et la performance de reproduction des vaches
observées ont été les critéres de choix les plus importants dans les différentes expériences
antérieures (Gilbert et al., 2005, McDougall et al., 2007, Runciman et al., 2009). Vu le
nombre important de criteres de choix des méthodes de diagnostic parfois discutés dans la
gestion des MU, dorénavant des recommandations basées principalement sur du type de
maladie diagnostiquée ou de I’objectif de la recherche ont été émises apres une révision

de la littérature (Boer et al., 2014).
1.2.6.1 Diagnostic de I’écoulement vaginal purulent

Le diagnostic de pus dans I’EVP chez les vaches en PP est effectué principalement
par la technique de metricheck (Denis-Robichaud and Dubuc, 2015, Ledgard et al., 2015,
Bicalho et al., 2016). La vaginoscopie est aussi utilisée pour mettre en évidence la présence
de pus dans le vagin (Gilbert et al., 2005, McDougall et al., 2007). D’autres ont rapporté
I’utilisation simple de la technique de la main gantée qui permet de collecter le mucus et
vérifier la présence de pus dans le vagin en PP (Toni et al., 2015). Dernierement, les
efficacités de metricheck, de la vaginoscopie et de la main gantée ont été répertoriées dans

une revue (Boer et al., 2014).

1.2.6.1.1 Description de la technique de metricheck
Le dispositif metricheck est un outil efficace de détection de I’EVP chez les vaches

laitieres en postpartum. L’outil a été identifié et décrit par diverses sources scientifiques
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(Gilbert et al., 2005, McDougall et al., 2007, Runciman et al., 2009). Le dispositif
metricheck est composé d’une tige en acier inoxydable de 50 cm de long et 8 mm de
diamétre avec une poignée et une cupule en caoutchouc noir semi-sphérique de 2,5 cm de
diametre aux extrémités (Runciman et al., 2009). De par ses caractéristiques physiques ci-
dessus le metricheck est considéré comme facile a nettoyer et a désinfecter (McDougall et
al., 2007). Le mode opératoire de metricheck consiste a faire avancer la cupule a travers
les 1evres vulvaires nettoyées de la vache jusqu’a I’extrémité antérieure du vagin. Une fois
dans le vagin, la poignée est légérement surélevée pour mieux collecter 1’écoulement
vaginal avec la cupule et le tout est ensuite retiré du tractus pour apprécier les
caractéristiques macroscopiques du mucus basées généralement sur I’odeur et le score de

pus (Gilbert et al., 2005, McDougall et al., 2007).

Figure 1- Dispositif de metricheck utilisé pour
diagnostiquer I'EVP chez les vaches laitiéres en
postpartum

En pratique, les avantages et inconvénients du metricheck ont été rapportés.
Généralement, la facilité et la rapidité d’utilisation de metricheck par rapport a d’autres
techniques de diagnostic (vaginoscopie, main gantée) ont été enticrement partagées
(Gilbert et al., 2005, McDougall et al., 2007). Spécifiquement, lorsqu'un grand nombre
d'animaux doivent étre examings, le metricheck offre un meilleur avantage (McDougall et
al., 2007). En revanche, le score optimal et le temps par rapport au vélage ou au début du
programme de sélection des vaches soumises a la technique de metricheck ont été discutés

(McDougall et al., 2007).

Bref, le caractére essentiel sur I’appréciation de ’EVP a I’aide du metricheck est la
présence de pus dont I’intensité varie selon le degré d’évolution de la maladie (Gilbert et

al., 2005).
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1.2.6.1.2 Description de la technique de vaginoscopie

La vaginoscopie a été récemment confirmée comme une technique pratique pour
distinguer les vaches en bonne santé des vaches atteintes de I’EVP (Dubuc et al., 2010c).
Une sensibilité¢ de 53,9% et une spécificité de 95,4% de la technique vaginoscopique ont
été rapportées par rapport a la technique de la cytologie endométriale utilisée comme test
de référence (Barlund et al., 2008). La vaginoscopie a ét¢ identifiée dans une revue
discutée comme 1’une des trois principales techniques de diagnostic de ’EVP (Boer et al.,

2014).

Le dispositif de vaginoscopie est composé d’un tube, d’une caméra et d’un
spéculum. Contrairement a metricheck et a la main gantée la vaginoscopie permet
d’explorer la lumiére génitale du vagin jusqu’au col de I'utérus de la vache (Runciman et
al., 2008, Wagener et al., 2017). En pratique, I'utilisation de la technique de vaginoscopie
est jugée de recours rare par les cliniciens malgré sa simplicité et sa rapidité (Y oungquist

and Shore, 1997, LeBlanc et al., 2002).

1.2.6.1.3 Description de la technique de la main gantée

La technique de la main gantée est classifié¢e comme deuxiéme technique pour
détecter ’EVP. La fréquence d’utilisation de la main gantée est estimée a 22% apres le
metricheck chez les vaches postpartum (De Boer et al., 2014). Contrairement a metricheck
et a la vaginoscopie, la main gantée est cependant une technique manuelle (Plontzke et al.,
2011). Son mode opératoire consiste a insé€rer la main gantée (avec guantes largos
descartables, Flex, Buenos Aires, Argentine) lubrifiée avec du gel utilisé pour les examens
¢chographiques dans la lumiere vaginale. Une fois dans le vagin, la main est ouverte dans
une direction circulaire permettant de collecter le mucus. Puis la main est retirée, ouverte
avec doigts écartés pour permettre de noter I’odeur et le score du mucus collecté comme

indiqué avec le metricheck (Plontzke et al., 2011).

Des expériences ont fait état de la simplicité d’utilisation et de la répétabilité élevée
de la technique de la main gantée (Sheldon et al., 2002, Plontzke et al., 2011). Toutefois,
comparée aux autres techniques, la technique de la main gantée a été supposée plus
sensible a détecter les vaches atteintes de 'EVP (Plontzke et al., 2011). D’autres

chercheurs apercoivent la technique de la main gantée comme une méthode
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interchangeable avec le metricheck et la vaginoscopie. Cependant, comme toute technique
permettant de détecter ’EVP, la main gantée peut conduire a des résultats faussement
positifs ou négatifs en cas de présence d’une vaginite, d’une cervicite, d’une cystite ou

d’une néphrite purulente (Pleticha et al., 2009).

1.2.6.2 Diagnostic de ’endométrite cytologique

Plusieurs méthodes de diagnostic de I’EC pendant la PP ont été rapportées dans des
¢tudes récentes. La cytobrosse, le lavage utérin a faible volume a 1’aide d’une solution
saline et 1’estérase leucocytaire sont les plus couramment utilisés (Boer et al., 2014,
Wagener et al., 2017). Les fréquences d’utilisation de la cytobrosse, le lavage utérin et
I’estérase leucocytaire sont estimées respectivement de 46,0%, de 31,0% et 15,0% environ
(Boer et al., 2014). Généralement, 1’utilisation de ces techniques permet d’évaluer la
réponse immunitaire par la proportion des PMN utérins associée a la fertilité¢ des vaches
reproductrices atteintes comparativement aux vaches indemnes (Boer et al., 2014). Les
PMN sont considérés principalement comme les principaux indicateurs de la présence de
I’EC lors du diagnostic chez les vaches en PP (Kasimanickam et al., 2005, Dubuc et al.,
2011, Dubuc and Denis-Robichaud, 2017). En plus de I’infiltration des PMN, I’absence
de signes cliniques chez les vaches atteintes de I’EC a été rapportée comme indicateur

possible de I’EC par rapport aux autres MU (Knudsen et al., 2015).

1.2.6.2.1 Description de la technique de la cytobrosse

C’est une technique initialement développée du c6té humain pour la détection du
cancer du col utérin et la collection des échantillonnages des cellules cornéennes de 1’ ceil
(Wagener et al., 2017). L application de la cytobrosse en gynécologie bovine a été faite
pour la premicre fois en 2004 (Kasimanickam et al., 2004). La cytobrosse est décrite
comme un dispositif composé€ d’un pinceau vissé sur une tige métallique, inséré¢ dans un
cathéter enveloppé dans un plastique pour maintenir I’hygiéne du matériel pendant
I’utilisation (Kasimanickam et al., 2004). Le mode opératoire consiste apreés montage du
dispositif, a introduire le cathéter dans le corps de 1’utérus de la vache sous controle rectal
du col utérin de maniere similaire a la procédure de I’insémination artificielle. Le cathéter
une fois dans 1’utérus, le pinceau est poussé vers 1’avant et enroulé¢ doucement le long de

I’endométre dans un seul sens afin d’éviter I’irritation de la muqueuse. Ensuite, le cathéter

33



est retiré doucement du tractus utérin et le pinceau est enroulé sur une lame de microscope
servant de lecture de la population cellulaire présente (Kasimanickam et al., 2004, Gilbert

et al., 2005, Wagener et al., 2017).

Des échantillons cervicaux et utérins collectés par la cytobrosse permettent d’évaluer
les cellules inflammatoires ou la croissance bactérienne (Yavari et al., 2009, Deguillaume
et al., 2012). L’avantage d’utilisation de la cytobrosse sur les autres techniques de
diagnostic de I’EC a été justifié spécifiquement par son caractére non invasif et sa
performance de prédire les performances reproductives futures des vaches (Kaufmann et
al., 2009, Dubuc et al., 2011, Denis-Robichaud and Dubuc, 2015). Des preuves évidentes
rapportées soulignent que la cytobrosse ne cause aucune incidence négative sur le taux de
conception ultérieure des vaches reproductrices prélevées méme si la collection des
¢chantillons précéde immédiatement 1’insémination artificielle (Kaufmann et al., 2009).
En principe, de par ses avantages, certaines études estiment que la cytologie utérine peut
étre utilisée présentement comme méthode de surveillance lors des visites de santé des
troupeaux dans les exploitations ayant des problémes de fertilité. Avec la technique de la
cytobrosse, une prévalence de I’EC dans un sous-groupe de vaches peut étre utilisée pour
identifier et discuter des facteurs de risque de sous-fertilit¢ dans une ferme donnée

(Sheldon et al., 2009b, Boer et al., 2014, Wagener et al., 2017).

L’interprétation des résultats de la technique de la cytobrosse est pratiquement basée
sur le seuil des PMN fix¢ par 1’étude. Le seuil des PMN défini la limite de proportion des
PMN a partir de laquelle la vache est considérée malade ou saine. Un répertoire de divers
seuils des PMN utilisés sur le terrain pour apprécier des résultats cytologiques des réponses
inflammatoires de I’utérus des vaches laitieres en postpartum est établi et indiqué dans le

tableau ci-apres.
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Tableau 1 - Seuils pour le diagnostic de I’endométrite cytologique et les prévalences
chez les vaches laiticres par référence bibliographique (Wagener et al., 2017)

Référence Seuil des Jours Prévalence
PMN (%) postpartum
Barlund et al., 2008 8 24-41 11,1
Baranski et al., 2012 18 21-28 189a754
Cheong et al., 2011 10 40-60 4,8 a 52,6
Galvao et al., 2009 6,5 35 37,9 a38,4%
Gilbert et al., 2005 5 40-60 37,0 a 74,0
Kasimanickam et al., 2004 18 20-33 35,1
10 34-47 34,0
Kaufmann et al., 2010 18 28-35 12,4
Madoz et al., 2013 5 21-62 17,0
Plontzke et al., 2010 5 18-38 38,0
Ribeiro et al., 2013 5 46-52 13,4
Sens and Heuwieser, 2013 18 21-27 13,4

a. Les auteurs n’avaient pas exclu les vaches souffrant de ’EVP

1.2.6.2.2 Description de la technique de I’estérase leucocytaire

L’estérase leucocytaire (EL) est une technique d’évaluation de I’inflammation
cytologique basée sur les réponses inflammatoires du tissu utérin. La technique repose sur
I’utilisation des bandelettes réactives a I’EL. La procédure de la technique de I’EL consiste
d’abord a plonger la cytobrosse coupée dans un petit volume de solution saline, ensuite,
une bandelette réactive a ’EL. La lecture du résultat se fait par 1’observation de la

coloration de la bandelette et la comparaison avec une charte colorimétrique (Couto et al.,

2013, Wagener et al., 2017).

1.2.7 Gestion de I’écoulement vaginal purulent et ’endométrite cytologique

1.2.7.1 Traitement

La présence fréquente des MU sur les fermes semble obliger la multiplication des
efforts de lutte. Plusieurs approches de nature antimicrobienne, enzymatique, hormonale

ou d’extraits de plantes ont été rapportées contre I’EVP et de ’EC chez les vaches en
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postpartum (Runciman et al., 2009, Dubuc et al., 2011, Wagener et al., 2017). Les
prostaglandines et les antimicrobiens locaux ou systémiques semblent les plus utilisés
(Giuliodori et al., 2017, Wagener et al., 2017, Haimerl et al., 2018a). Pratiquement, les
effets bactéricides des antimicrobiens et physiologiques des prostaglandines en
reproduction semblent justifier le choix abondant des antimicrobiens et les prostaglandines
(Dibrov et al., 2002, LeBlanc, 2008, Singh et al., 2017). Les antimicrobiens sont
administrés aux vaches en postpartum dans 1’utérus ou dans la circulation sanguine.
L’infusion des antimicrobiens dans I'utérus vise a atteindre une concentration élevée au
site de D’infection contrairement a la voie systémique qui permet d’obtenir une
concentration de médicament dans 1’endométre. Actuellement, 1’efficacité obtenue de
toutes les approches de lutte existantes en termes de taux de guérison clinique de ’EVP et
de I’EC et de performance de reproduction chez les vaches laitieres affectées reste encore

parfois discutée (Haimerl, 2013, Pascottini and Opsomer, 2016, Singh et al., 2017).

L’administration de I’acide cristallin de ceftiofur 24 heures apres le vélage et de
dinoprost aux 35¢ et 49° JEL plus ou moins 3 jours, n’a montré aucun effet significatif du
ceftiofur sur I’EC, mais ’EVP ¢était réduit pendant le contrdle effectu¢ au 35° JEL plus ou
moins 3 jours. Pour le dinoprost, aucun effet n’était constaté chez les vaches affectées
contrairement aux témoins (Dubuc et al., 2011). Aussi, des vaches traitées a une dose de
0,5 g de céphapirine dans 'utérus aux 24 et 42° JEL avant la saillie avaient présenté une
amélioration des performances de reproduction et, cela, était particulierement marquée
méme chez les vaches a antécédents de I’EVP, de rétention placentaire, mortinatalité de
veau (McDougall et al.,, 2007). Certains chercheurs en revanche ont rapporté une
amélioration des performances reproductives a la fois pour I’infusion intra-utérine de
céphapirine et I’administration systémique des prostaglandines chez les vaches en
postpartum positives de I’EVP et infectées par la bactérie 7. pyogenes dans leur utérus
(Pécsi et al., 2007). Cette déclaration était contraire aux résultats des méta-analyses en
2013 et 2018 de certains essais cliniques incluant les prostaglandines en termes
d’amélioration des performances reproductives (Haimerl et al., 2018b, ¢). Une autre
investigations a suspecté la persistance de ’'EC méme apres la disparition des signes

cliniques chez les vaches en PP (Sheldon et al., 2009b). En plus, une autre étude a méme
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rapporté des réductions du taux de gestation par suite de traitement aux prostaglandines

chez les vaches sans corps jaune (LeBlanc, 2003).

En plus des antimicrobiens et les prostaglandines, autres approches de gestion de
I’EVP et de I’EC ont été rapportées. Des traitements alternatifs a la solution de dextrose
50% ou enzyme protéolytique contenant de la trypsine, a la chymotrypsine et a la papaine
pour lutter contre ’EVP et de I’EC ont été rapporté (Brick et al., 2012). Egalement, une
réduction de I’incidence de la rétention placentaire par une nouvelle phytothérapie
chinoise Dang Hong Fu comme aqua-acupuncture a ét¢ documentée. Toutefois, les auteurs

précisent que la confirmation d’effet nécessite d’études supplémentaires (Luo et al., 2010).
1.2.7.2 Prévention

S’agissant de la prévention de ’EVP et de ’EC, quelques actions ont été proposées,
mais elles sont presque limitées a la réduction des facteurs de risques a travers des conseils
généraux sur 1’hygiéne au vélage, ’administration de 1’alimentation adéquate en
supplémentant les rations en calcium, en sélénium ou en vitamine E. Ces approches ont
donné des effets positifs, mais discutés (Drillich et al., 2006, Dubuc et al., 2011, Wagener
et al., 2017).

En conclusion, plusieurs approches de gestion de ’EVP et de ’EC ont ét¢é initiées et
appliquées sur le terrain avec prédominance des antimicrobiens et des prostaglandines.,
Cependant, a 1’¢tat actuel, I’efficacité rapportée en termes de guérison clinique et
performance de reproduction des vaches apres traitement semble controversée avec des
impacts marqués par des prévalences toujours croissantes associées aux effets

économiques.
1.2.8 Impacts de I’écoulement vaginal purulent et I’endométrite cytologique

Des effets néfastes majeurs d’ordre a la fois sanitaire, de bien-Etre et économiques
dus a ’EVP et a ’EC dans les élevages laitiers ont été rapportés. Toutefois, ces effets
varient d’un troupeau a 1’autre, d’'une étude a 1’autre ou d’un milieu géographique a un
autre. Des taux réduits de conception a la premicre insémination, des pertes de production
en lait dues aux résidus des antibiotiques souvent administrés aux vaches malades en PP

ou I’infertilité compléte des vaches occasionnée par des contaminations chroniques a long
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terme ont ét¢ fréquemment rapportées (Roche et al., 2000, Gilbert et al., 2005, Molina-
Coto and Lucy, 2018). Dans une étude les vaches positives de ’EVP au 35° JEL plus ou
moins 3 jours étaient 0,6 fois moins susceptibles de devenir gestantes a la PI par rapport
aux vaches négatives. Aussi, les effets négatifs sur le risque de conception future des
vaches affectées étaient additifs avec un allongement de I’intervalle de temps vélage-
conception jusqu’a 300 jours en moyen chez environ 30,0% des vaches observées (Dubuc
et al., 2011). Autres effets similaires ont été notés, mais avec un nombre de JEL ouvert
moyen non différent a la PI entre les vaches primipares et multipares respectivement 69,8

jours et 68,0 jours.

Pour I’EC, une différence significative (p<0,01) du nombre de JEL ouvert moyen a
¢été rapportée a 44 jours de plus par rapport aux vaches multipares sans I’EC. Toutefois,
les vaches avec I’EC, en général, avaient plus de temps moyen de jours ouverts 142
(IC95% : 119;159) que les vaches négatives 116 (IC95% :110;124) et la différence était
significative (p=0,02) (Cheong et al., 2011).

Section 3 - Description du pegbovigrastim

Dans cette section, nous allons nous intéresser aux caractéristiques
pharmacologiques et immunologiques fondamentales du pegbovigrastim qui constitue
notre molécule d’essai clinique pour la prévention de I’EVP et de I’EC chez les vaches
laitieres en postpartum. L’application du pegbovigrastim dans cette étude sera effectuée
conformément aux recommandations en termes d’efficacité et de sécurité animale,
humaine, alimentaire, environnementale et technologique des produits pharmaceutiques
et biologiques vétérinaires devant étre utilisés au Canada et en Europe (Arpinelli and

Bamfi, 2006, de Vlieger et al., 2019).
1.3.1 Définition du pegbovigrastim et notion de pégylation

Le pegbovigrastim ou facteur de stimulation des colonies de granulocytes bovins
(bG-CSF) pégylé a été décrit comme une « cytokine » immunomodulatrice endogeéne
conjuguée au polyéthyléne glycol (PEG) spécialisé dans le rétablissement des fonctions
immunitaires bactéricides et la production des PMN a partir des précurseurs de la moelle

osseuse chez les vaches laitiéres en péripartum (Canning et al., 2017). Ainsi, le bG-CSF
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est un produit biologique modifi¢ de la cytokine bovine naturelle et dont le mécanisme
d’action est une réponse immunologique autre que celle associée a une maladie infectieuse.
L’agence européenne des médicaments souligne que I’idée de pégylation du bG-CSF était
de permettre une activité biologique soutenue du bG-CSF. La pégylation consiste a
attacher les unités répétitives de PEG a un médicament polypeptidique comme le bG-CSF
(Harris and Chess, 2003). D’autres sources ont rapporté que le rattachement des chaines
de PEG aux médicaments protéiques permet de surmonter leurs lacunes technologiques
lies a leur dégradation par les enzymes protéolytiques ou a leur rapide élimination par les
reins a cause de leur courte demi-vie circulante (Harris and Chess, 2003, Hirotsu et al.,
2017). Le PEG est un polymére synthétique composé de sous-unités répétitives
d'oxyéthyléne, qui est connu pour sa bonne solubilité dans l'eau, sa non-toxicité, sa non-
immunogénicité, sa non-antigénicité et son approbation dans les applications
pharmaceutiques (Zhang et al., 2020). Des études ont rapporté que la technique de
pégylation a permis de redéfinir ces derniéres années I’importance clinique de nombreuses

biomolécules (Hirotsu et al., 2017, Magharla, 2017).

En sant¢ humaine, la technologie de pégylation des médicaments a été bien
rapportée. Le but est d’assurer I’efficacité des médicaments protéiques utilisés contre les
défaillances des réponses immunitaires des patients soumis particuliecrement a la
chimiothérapie (Harris and Chess, 2003). L’année 1990 a marqué le début de cette
révolution technologique caractérisée par une traduction des connaissances de la biologie
fondamentale par des progrés en médecine clinique (Harris and Chess, 2003, Rhodes,
2018). Par exemples, le pegademase (Adagen) pour le traitement de I’immunodéficience
combinée sévere, le pegaspargase (Oncaspar) pour traitement de la leucémie
lymphocytaire aigu€, de la leucémie lymphoblastique aigué et de la leucémie myéloide
chronique dues a la chimiothérapie, ont été tous développés I’année 1990. Aussi, il y a eu
en 2001 le peginterféron a2b pour le traitement de 1'hépatite C ou encore le pegfilgrastim
une forme de filgrastim pour la stimulation de la production de PMN ¢épuisés par la

chimiothérapie anticancéreuse (Harris and Chess, 2003).

En santé animale, le bG-CSF comme d’autres molécules récemment développées en

médecine vétérinaire a contribué également a I’avancement des connaissances vétérinaires
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dans la gestion préventive des mammites cliniques chez les vaches laitiéres en PP exposées
a I’'immunosuppression (Rhodes, 2018). Le bG-CSF est une molécule thérapeutique
nouvelle. La limite maximale de résidus dans les aliments d’origine animale a ét¢ adoptée
en 2012 en Europe, en 2015 aux Etats-Unis et en 2016 au Canada pour la prévention des
mammites cliniques au cours des 30 premiers JEL. Le premier essai clinique du bG-CSF
a ¢été réalisé en 2014 chez les vaches laitieres Holsteins en postpartum (Kimura et al.,
2014). La production du bG-CSF est effectuée actuellement par diverses industries
pharmaceutiques notamment, Eli Lilly and Company limite en Europe, Elanco aux Etats-
Unis et au Canada. Sur le marché, le bG-CSF est commercialisé sous le nom de Imrestor

(Imrestor, Elanco Animal Health, Greenfield, IN).
1.3.2 Description des caractéristiques
1.3.2.1 Présentation, conservation et utilisation

Le bG-CSF se présente en solution injectable transparente, incolore a jaune pale,
composé de 15 mg de PEG par seringue. La conservation du produit est conseillée entre 2
et 8°C au réfrigérateur. Lorsque son utilisation est prévue dans les 24h, la conservation du
bG-CSF pourrait se faire a 25°C. Le protocole standard de traitement de bG-CSF consiste
a ’administration de deux injections par animal au 7° jour avant et pendant les 24h apres
le vélage en sous-cutané dans le contexte des mammites cliniques. Pendant les
manipulations, il est conseillé de ne pas agiter les seringues afin d’éviter de réduire son
activité biologique. Durant le traitement, I’intervalle de temps entre les deux injections ne
doit pas étre inférieur a 3 jours ou supérieur a 17 jours. Cela permettre d’éviter des
incidences liées a la surdose du bG-CSF et d’atteindre une meilleure efficacité
thérapeutique selon les constats établis sur le produit. Les vaches laitieres primipares et

multipares sont les catégories ciblées par I’application du bG-CSF.

Bref, le bG-CSF est ni vaccin, ni antibiotique et ni hormone, mais plutdt une protéine
messagere que 1’on peut retrouver a 1’état naturel et qui est responsable de la régulation

des neutrophiles.
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1.3.2.2 Réle immunomodulateur et efficacité approuvée

Pratiquement, nombreux essais cliniques du bG-CSF ont été réalis€ chez les
différentes catégories de vaches laitieres en péripartum dans des fermes de diverses
localités depuis son premier essai clinique (Kimura et al., 2014, Canning et al., 2017, Van
Schyndel et al., 2018). L’objectif principal de tous ces essais était de prévenir les
mammites cliniques. L’action immunologique du bG-CSF semble reposer sur une
production accrue des PMN matures a partir des cellules souches de la moelle osseuse et
’activation de leur capacité fonctionnelle permettant de stimuler le systéme immunitaire

(Kimura et al., 2014, McDougall et al., 2017, Van Schyndel et al., 2018).

L’¢évolution de la variation du nombre des PMN lors d’un traitement de bG-CSF
chez les vaches laitiéres en péripartum a été comparée a des vaches controlées par une
solution saline physiologique de concentration 0,9% (Van Schyndel et al., 2018). Le
nombre absolu des PMN circulants apres administration du bG-CSF au jour 7 avant et 24h
suivant le vélage était significativement différent (p>0,05) entre les groupes. Le nombre
de PMN a cumulé triplement 24h apres la premiére injection et multiplié environ par 7
aprés la deuxiéme injection au jour du vélage. Les vaches expérimentales avaient gardé
une concentration maximale de PMN durant 3 semaines apres la premiére injection (Van

Schyndel et al., 2018).

En termes d’efficacité, un fait trés intéressant rapporté par une €tude est que
I’augmentation significative des PMN entrainée par un traitement de bG-CSF ne change
pas méme en cas de dénutrition prépartum des vaches laitieres traitées (McDougall et al.,
2017). Une autre étude a rapporté que le traitement de bG-CSF peut avoir un effet plus
persistant contre la mammite clinique par rapport a la molécule habituelle naturelle c’est-
dire la molécule non pégylé (Kimura et al., 2014). Actuellement, I’efficacité confirmée du
bG-CSF contre la mammite clinique est relative d’une étude a une autre de 25 a 35% de
réduction de risque de mammite clinique (Canning et al., 2017, Ruiz et al., 2017b, Zinicola
et al.,, 2018). Par exemple, un essai clinique randomisé réalis¢ dans 4 laiteries
commerciales composées de vaches Holsteins a rapporté une réduction de 35% de la
prévalence de mammite clinique chez les vaches traitées de bG-CSF par rapport aux

vaches témoins. Egalement, une réduction de 52% des échecs de retour & I’estrus des
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vaches en PP au cours des 80 premiers JEL (Canning et al., 2017). Une autre étude
randomisée réalisée dans 17 troupeaux mexicains composés de vaches Holsteins a rapporté
une réduction de la prévalence de 25% de mammite clinique et de 6% le nombre de
traitements médicaux chez les vaches traitées par rapport aux vaches témoins. Le rapport
de cote d’avoir une mammite au cours des 30 premiers JEL était de 35% pour les vaches
témoins. Aussi, la probabilité d’étre inséminée dans les 100 premiers JEL était plus
importante (6%) chez les traitées par rapport aux vaches témoins. En revanche, les auteurs
avaient rapporté une augmentation de 17,1% de la prévalence de métrite (Ruiz et al.,

2017a).

Quant aux fonctions des PMN, différents tests de phagocytose, de I’exocytose ou
chimiotactisme, etc. des PMN produits par le traitement bG-CSF contre les agents
pathogeénes microbiens ont été évalués entre des vaches traitées de bG-CSF et des vaches
témoins. A présent, les résultats obtenus de ces tests de fonctions des PMN produits
paraissent discutables suivant les études. Une étude a rapporté une augmentation
considérable des PMN circulants chez les traitées de bG-CSF, mais, leurs fonctions étaient
similaires a celles des vaches témoins sur une base individuelle a I’exception de
I’exocytose de I’enzyme myélopéroxydase qui était particulierement améliorée de maniere
significative chez les vaches traitées de bG-CSF (Kimura et al., 2014). La
my¢lopéroxydase est un composant important dans ’arsenal antimicrobien des PMN
(Winterbourn et al., 2000). Le peroxyde d’hydrogene et I’acide hypochloreux conférent
aux PMN leurs propriétés antimicrobiennes (Lanza, 1998, Klebanoff et al., 2013). Elle est
méme supposée comme mesure de quantification de I’accumulation tissulaire des PMN

(Schierwagen et al., 1990).
1.3.2.3 Association du pegbovigrastim avec autres médicaments

Sur le terrain, I'utilisation du bG-CSF doit se faire dans le respect des principes
d’¢éthique clinique. Cela permet d’atteindre I'effet réel au cours des essais cliniques. 11 est
rapporté que I’administration concomitante du bG-CSF avec des corticostéroides ou anti-
inflammatoires non stéroidiens est déconseillée. Ces substances peuvent agir sur les PMN
et altérer leurs fonctions immunitaires devant étre dirigées contre les agents pathogénes

microbiens. Par ailleurs, la sécurité et 1’efficacité du bG-CSF concomitamment avec les
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vaccins n’ont pas encore ¢t¢ documentées. Il a été cependant supposé que 1’action du bG-
CSF peut avoir des effets supplémentaires directs ou indirects sur d’autres types et
récepteurs cellulaires ainsi que sur les voies de signalisation associé¢es aux cytokines, mais

il manque de preuves suffisantes sur ces informations (Ruiz et al., 2017a).

En conclusion, le bG-CSF est une molécule immunomodulatrice récemment
introduite dans les programmes de gestion des pathologies associées aux déficiences
immunitaires chez les vaches laitiéres en PP dans les grands troupeaux laitiers. A 1’étape
actuelle, selon les résultats des essais cliniques réalisés, le bG-CSF s’est avéré efficace
pour prévenir les mammites cliniques a cause de son apport pour le renforcement du
systtme immunitaire des vaches en péripartum. Cependant, aucune preuve de son
efficacité n’existe contre I’EVP et ’EC dont les vaches en PP sont exposées. Une étude a
supposé que d’autres effets du bG-CSF sur le risque d’autres maladies reproductives et

infectieuses chez les vaches en PP peuvent encore étre obtenus (Van Schyndel et al., 2018).

Section 4-Objectifs et hypothéses de recherche

L’objectif général de ce projet de recherche était d’évaluer I’effet de I’administration
de pegbovigrastim (bG-CSF) pour prévenir ’EVP et I’EC chez les vaches laiti¢res durant
la période postpartum. Pour vérifier cet objectif, nous nous sommes fixé les objectifs

spécifiques suivants :

1. Evaluer I’effet du pegbovigrastim administré aux 14¢ et 21° jours en lait sur I’écoulement

vaginal purulent et de I’endométrite cytologique au 35° jour

A ce niveau, il était supposé que les vaches laitieres en postpartum ayant regues le
traitement de bG-CSF aux 14° et 21° JEL étaient moins exposées au risque de I’EVP et
I’EC que les vaches laitieres en postpartum ayant regues la saline physiologique au 35°
JEL. Autrement dit, I’administration du bG-CSF deux semaines avant la survenue
supposée de I’EVP et de I’EC permettrait d’obtenir un nombre de PMN plus viable
empéchant le développement et la colonisation du milieu utérin des vaches laitiéres en
postpartum par les agents pathogenes microbiens ayant transgressé dans 1’utérus pendant

le vélage ou les jours apres le vélage.
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2. Evaluer D’effet du pegbovigrastim sur les performances de reproduction des vaches

suivant leur statut sanitaire utérin au cours des 120 premiers JEL

Ici, I’hypothese est que les vaches laitieres en postpartum traitées avec le bG-CSF
avant le début de ’EVP et de I’EC présentent des taux d’insémination et de gestation plus
¢levés avec un nombre de JEL ouverts plus réduit par rapport aux vaches laitiéres en
postpartum traitées avec la saline au cours des 120 premiers JEL. En outre, I’efficacité du
bG-CSF pourrait étre traduite par une amélioration des performances de reproduction des

vaches laitieéres en postpartum.

3. Répertorier les incidents produits dans les deux groupes de vaches laitieres en

postpartum traitées sur une période de 120 premiers JEL

Dans cette partie de 1’étude, nous supposons que les incidents survenus dans le
groupe des vaches laitieres en postpartum traitées avec le bG-CSF le bG-CSF sont
semblables a ceux du groupe des vaches laitiéres en postpartum ayant recues la saline
physiologique. Nous appelons incidents dans cette recherche les cas d’élimination
survenus au cours de la période de 120 premiers JEL de 1’étude et les différentes raisons
liées a ces éliminations notamment les symptomes cliniques observés sur chaque vache

concernée
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Chapitre 2 - Méthodologie de recherche




2.1 Conception de I’étude

Ce projet pilote est un essai clinique randomisé, a double aveugle, contrdlé par un
placébo pour évaluer I’efficacité du bG-CSF a prévenir ’EVP et de I’EC chez les vaches
laitieres en postpartum. Au total, un nombre de 60 vaches laitieres en postpartum a été
réparti aléatoirement entre le groupe contrdle (saline, n = 29) choisi comme placébo et le
groupe traitement (bG-CSF, n = 31) pour réaliser ce projet pilote de recherche. L’étude a
¢té divisée en trois parties distinctes, mais cliniquement complémentaires. La premiére
partie de I’étude consistait a examiner comment le bG-CSF prévenait ’EVP et I’EC. La
deuxiéme partiec de 1’étude consistait a examiner comment le bG-CSF influengait la
capacité de reproduction des vaches en postpartum et leur éventuelle survie dans le
troupeau. Pour cette partie, des données ont été collectées sur chaque vache enrdlée jusqu’a
son 120° JEL. Quant a la troisieme partie de 1’étude, elle consistait a évaluer la sécurité de
I’utilisation du bG-CSF avec ce présent protocole chez les vaches laitiéres en postpartum.
Ensuite, les données ont été¢ analysées et les résultats ont été comparés entre les deux
groupes en ce qui concerne les performances reproductives des vaches et les incidences

éventuelles de réforme.
2.2 Définition des critéres de jugement des résultats

Afin d’évaluer I’effet du bG-CSF dans ce présent essai clinique, nous nous sommes
intéressés a un certain nombre de criteres liés a la fois a la santé utérine et reproductive des
vaches apres leur vélage. Parmi ces criteres, le principal est la prévalence de ’EVP et de
I’EC au 35° JEL. La mesure de la prévalence est associée a la tendance de scores de I’EVP,
de I’EL et de la proportion des leucocytes polymorphonucléaires (PPMN) mesurant les
réponses immunitaires du tractus génital des vaches. Les critéres secondaires sont
I’intervalle vélage-premiere insémination (IVPI); la proportion de vaches inséminées avant
120 JEL, ainsi que le succes a la premiére insémination (SPI) a 120 JEL de suivi des vaches
et le nombre de vaches éliminées de 1’é¢tude dans chaque groupe ainsi les raisons ayant

conduit a ces éliminations.
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2.3 Choix du placébo ou traitement de référence

Pour évaluer I’efficacité du bG-CSF pour la prévention de I’EVP et de I’EC, nous
avions choisi la saline physiologique injectable qui est une solution de chlorure de sodium
a 0,9% de concentration (NaCl 0,9%). Plusieurs caractéristiques de NaCl 0,9% ont été
rapportées. C’est une solution stérile composée de sodium et de 1’eau, cliniquement
apyrogene et pouvant étre administré en intraveineuse comme en sous-cutanée.
L’utilisation de NaCl 0,9% dans le domaine médical demeure soutenue au premier rang.
NaCl 0,9% a permis d’assurer la mise en évidence de 1’efficacité et/ou de 1’innocuité des
nouveaux produits pharmaceutiques candidats sur le marché (Awad et al., 2008, Li et al.,

2016).
2.4 Sélection de la ferme enrolée

Pour la présente étude, un troupeau laitier commercial d’un effectif important (n=300
vaches en lactation) de race Holstein, localisée a 50 km de la Facult¢ de médecine
vétérinaire de 1’Université de Montréal a ét¢ enrdlé. Elle utilisait systématiquement un
protocole de synchronisation de 1’ovulation pour la premicre saillie. Cette ferme a été
sélectionnée par convenance pour sa capacité de fournir le nombre de vaches fixé dans
notre protocole de recherche et sa facilité de collaboration de celle-ci avec 1’Université de

Montréal dans le cadre du présent projet de recherche.
2.5 Enrolement et examen physique des vaches

Les vaches Holsteins primipares et multipares saines n’€tant pas sous traitement pour
quelques raisons que ce soit ou n’ayant pas €té traitées dans les 14 derniers jours ont été
enrdlées de facon séquentielle dans 1’étude au 14° JEL en utilisant le logiciel Lac-T
(logiciel de gestion du troupeau). Les vaches présentant une anomalie a I’examen physique
complet au jour de ’enr6lement ont été exclues de 1’étude. Les vaches traitées entre 14° et
35° JEL avec un médicament possédant des propriétés anti-inflammatoires ou
antimicrobiennes ont également été exclues vu le possible effet de ces types de
médicaments sur les résultats attendus de notre étude. Au total, 60 vaches laitiéres
primipares et multipares ¢étaient prévues d’enrOler. Par suite de leur enrdlement,

I’identifiant, le nombre de lactations, la date du vélage, la présence d’une rétention
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placentaire pendant plus de 24 heures suivant le vélage ont été notés. Les vaches ont été

aléatoirement réparties dans un des 2 groupes suivants : 1) controle (saline) ou 2) traitement

(bG-CSF).
2.6 Traitement et observations des vaches

Au début de I’essai clinique, des seringues médicales de plastique transparent ont été
préremplies avec 2,7 ml de saline (Irrigation, Baxter Corp. Mississauga, Ontario, Canada)
ou du bG-CSF (Imrestor, Elanco Animal Health, Greenfield, IN). Ensuite, chaque seringue
a ét¢ identifiée aléatoirement avec un nombre situé entre 1 et 60 inclusivement généré
aléatoirement a 1’aide de la fonction aléatoire du logiciel Excel en choisissant des bornes
min = 1 (code de traitement saline) et max = 2 (code de traitement bG-CSF). Finalement,
30 numéros ont été assignés aléatoirement a chaque code de traitement donné. Pour
favoriser une évaluation en double aveugle, les seringues commerciales du bG-CSF et
prétes a I’emploi ont été transvasées dans des seringues identiques aux celles utilisées pour
la saline de telle maniére qu’on ne pouvait pas distinguer entre la saline et le bG-CSF. Tous
les observateurs, incluant le producteur ou ses employés, étaient donc a 1’aveugle lors de

I’utilisation des produits de traitement.

Apres I’enr6lement de chaque vache, son traitement est pré-assigné aléatoirement de
NaCl 0,9% stérile ou du bG-CSFG qui ont été¢ administrés par injection sous-cutanée au
niveau du creux de la croupe conformément aux recommandations requises (Meinert,
2012). Chaque vache a regu son traitement a deux reprises, soit aux jours 14 et 21 apres le
vélage (figure 2). Durant la période de traitement, les vaches ont été observées une fois par
semaine par le responsable du projet et quotidiennement par les éleveurs pour identifier et
recenser des éventuelles réactions post-traitement afin de mieux contribuer a la

compréhension des caractéristiques de bG-CSF.
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Figure 2- Schéma du protocole expérimental de traitement (saline et bG-CSF) de
vaches laitiéres Holsteins en postpartum lors de 1'étude clinique

2.7 Collecte et examens des échantillons de mucus du tractus génital

Apres traitement et suivi des vaches, la collecte des échantillons de mucus vaginal et
utérin a été faite sur toutes les vaches en postpartum ayant regu les deux injections et ne
présentant aucun signe prédéfini faisant 1’objet d’exclusion et cela conformément aux
méthodes de diagnostic utilisées. La collecte des échantillons a été effectuée dans des
conditions propres. D’abord, le périnée et la vulve ont été nettoyés avec des serviettes en
papier bien trempées dans de 1’eau savonneuse chez chaque vache avant toute manipulation

de prélevement.

2.7.1 Collecte du mucus vaginal et examen physique

D’abord, I’écoulement vaginal a été examiné par le prélevement d” un échantillon de
mucus du vagin a €té prélevé chez chaque vache enrdlée a I’aide de 1’outil metricheck bien
nettoy¢ dans de 1’eau savonneuse (Dubuc and Denis-Robichaud, 2017). Lors du retrait du
Metricheck du vagin de la vache, le contenu du godet a été apprécié en termes d’odeur, de
consistance et de couleur. Un score a été utilisé pour quantifier I’aspect visuel de
I’écoulement (Williams et al., 2005). Un certain volume a parfois été transvasé dans des
flacons de collecte lorsque la quantité était importante afin de mieux apprécier les

caractéristiques susmentionnées.

Le score de pus dans I’EV a été la principale caractéristique de classification finale

des vaches malades ou non malades dans les deux groupes d’étude. Les vaches ont été
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classifiées selon les critéres d’appréciation en une échelle de quatre niveaux: score 1 pour
les vaches négatives n’ayant aucun mucus ou avec mucus clair, score 2 pour les vaches
présentant un mucus clair avec des flocons de matiéres purulentes, score 3 pour les vaches
ayant de mucus purulent, mais inférieur a 50%, et 4 pour les vaches avec mucus purulent
de score de pus supérieur a 50% par rapport au volume total collecté. Une vache a été
déclarée positive lorsque son score de pus dans le volume de mucus collecté était supérieur

ou égal a 3 et négative pour un score de pus inférieur ou égal a 2 (Williams et al., 2005).

Apres le metricheck, un échantillon du mucus utérin a été prélevé chez chaque vache
avec la technique de cytobrosse comme décrite par (Kasimanickam et al., 2004). En bref,
une cytobrosse (Gynobrush; Heinz Herenz, Hambourg, Allemagne) vissée sur une tige
métallique et protégée par un cathéter en plastique ainsi qu’un manchon en plastique a été
inséré dans la cavité utérine de chaque vache a 1’aide de la palpation rectale afin de bien
diriger 1’orientation et la progression la tige dans ’utérus. Une fois le dispositif introduit,
le manchon en plastique est percé en avant et retiré. La brosse est ensuite enroulée le long
de I’endométre dans un seul sens de maniére trés douce afin d’éviter un trauma utérin tout
en raclant le mucus. Ensuite, la brosse a été retirée dans le cathéter métallique afin d’éviter
la contamination par le reste du tractus génital du col aux vulves souillées par le reste des

matieres émises pendant méme le préleévement.

Une fois le matériel completement retirer du tractus, immédiatement, des lames
cytologiques ont €té préparées en roulant simplement chaque brosse sur une lame de
microscope en verre propre, séchée et bien identifiée par le nom de la ferme suivi des
initiales du responsable du projet, le numéro de la vache et la date de prélevement afin de

faciliter la gestion des données (Dubuc and Denis-Robichaud, 2017).

Au laboratoire, les lames ont ensuite été fixées a 1’alcool, puis colorées avec un
colorant de Wright-Giemsa modifi¢ (Hemma3, Biochemical Sciences, Swedesboro, NJ) un
maximum de 12 heures suivant la collecte des échantillons a la ferme (Westermann et al.,

2010, Dubuc and Denis-Robichaud, 2017).
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2.7.2 Examen microscopique des lames

Pour diagnostiquer I’EC, le pourcentage des PMN a été déterminé dans une
population de 100 cellules y compris les cellules endothéliales comptées au microscope a
grossissement 400X. Une proportion supérieure ou égale a 6% de PMN a été définie
comme seuil de PEC pour sa bonne valeur de corrélation avec les performances
reproductives des vaches diagnostiquées entre le 28° et le 35° JEL (Dubuc and Denis-
Robichaud, 2017). La lecture des lames a ét¢ faite par un seul observateur expérimenté. La
répétabilité inter-observateurs n’a pas €té évaluée.

2.7.3 Test d’estérase leucocytaire

Immédiatement, aprés avoir roulé¢ la brosse sur lame de verre pour le frottis
cytologique, la poignée de la cytobrosse a été coupée a environ 6 cm et la brosse a été
introduite dans un flacon individuel de 3 ml de capacité contenant 1 ml de NaCl 0,9%
(Irrigation, Baxter Corp. Mississauga, Ontario, Canada). Une bandelette commerciale de
leucocytes estérase (Multistix 10 SG, Bayer Corporation, Elkart, IN) a été introduite dans
le flacon pour le test d’estérase leucocytaire effectu¢ a la ferme (Denis-Robichaud and

Dubuc, 2015).

Une fois la brosse plongée, le flacon de la solution NaCl 0,9% a été agité pendant 10
secondes afin de bien imbiber entierement la bandelette de leucocyte estérase. Les résultats
du test ont été lus apres 2 minutes selon les recommandations du fabricant sous une échelle
de scores de I’estérase leucocytaire (ScEL) de 0 pour le ScEL nul, de 1 pour le ScEL de
petite quantité (traces), de 2 lorsque le SCEL est modéré et enfin 3 pour le ScEL élevé par
rapport a celle habituelle. Pour I’interprétation, une vache a été considérée positive a I’EC
lorsque le ScEL était supérieur ou égal a 1 et négative en dessous de score 1 (Denis-
Robichaud and Dubuc, 2014). Enfin, les prévalences de ’EVP et de ’EC ont été calculées
pour chaque condition respectivement en divisant le nombre de vaches positives par le

nombre total de toutes les vaches.
2.8 Suivi et collecte de données de reproduction et d’incidences

Afin d’évaluer I’effet du traitement de bG-CSF sur les performances de reproduction
et ses possibles effets indésirables sur la vie des vaches dans le futur, d’abord une collecte

de données sur le nombre de jours de I’'TVPI a été effectuée. Ensuite, le nombre de jours de
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I’TVSF et le SPI ont été aussi collectés jusqu’en 120° JEL chez toutes les vaches enrdlées.
Egalement, durant la période d’investigation, les vaches éliminées et les différents motifs
ont été enregistrées. Les données du logiciel de gestion du troupeau ont été recueillies
systématiquement a chaque deux semaines lors de la visite de 1’équipe de recherche a la

ferme.
2.9 Gestion, validation et analyse statiques des données

Apres la collecte, nous avons défini tout d’abord les variables a mesurer et enregistré
toutes les données dans Microsoft Access afin d’éviter la redondance a 1’aide d’une clé
unique permettant de faire le lien entre les requétes crées. Ensuite, le fichier Access a été
entré dans les logiciels statistiques SAS 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC) et R ou les
données ont été validées et analysées. Le traitement des données manquantes a été effectué
automatiquement par SAS ou R en attribuant un point a chaque valeur manquante. Le
traitement et 1’analyse des données ont été effectués de manicre itérative. Avant
d’entreprendre toute description ou analyse statistique des données, des vérifications ont
été effectuées en explorant le nombre de données valides et de données manquantes pour
chaque variable continue et catégorique. Par exemple, vérifier les valeurs minimales et
maximales, les centiles, etc. pour détecter toute donnée aberrante ou visualiser la
distribution de fréquence des différentes catégories pour vérifier si elle est probable et pour
détecter les catégories redondantes et choisir des tests statistiques appropriés afin d’évaluer

I’association entre les variables évaluées (Dohoo et al., 2009).

Pour la validation des résultats de la santé utérine des vaches et succeés a la
reproduction, les tests de Khi® et de Fisher ont été utilisés pour comparer les résultats des
prévalences de I’EVP et de I’EC, des proportions de gestation et du nombre de jours
médians ouverts entre le vélage et I’insémination dans les deux groupes (Wang et al., 2003,
Dohoo et al., 2009). Les valeurs de p des tests ont ét¢ comparées a la valeur seuil (0,05) de
signification choisie pour définir les niveaux de signification statistique de nos résultats

obtenus.

Ensuite, 1’analyse de survie a été effectuée et le test de Log Rank a été utilisé pour

comparer la différence du nombre le temps en jours de I'IVPI, 'IVC et I’intervalle
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traitement-¢limination (ITE) entre le groupe saline et le groupe bG-CSF avec le logiciel R.

Enfin, tous nos résultats ont été rapporté approximés au dixiéme pres.
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Chapitre 3 — Présentation des résultats de recherche




3.1 Description des échantillons de vaches a I’étude
3.1.1 Distribution des populations de vaches

Au total, 60 vaches (n=29 pour saline et n=31 pour bG-CSF) sans conditions
physiques et sanitaires particulieres ont été enrdlées et incluses progressivement dans cette
¢tude du 15 juillet 2019 au 25 novembre 2020, avec certains temps de rupture a cause de
la pandémie COVID-19 qui a occasionné la suspension de toutes les activités de recherche
au Québec. La parité¢ des vaches variait globalement de 1 a 9 (tableau 2) avec une
prédominance de primipares qui représentaient plus de 50% dans chaque groupe.

Tableau 2- Distribution des caractéristiques réelles des groupes de traitement (saline et
bG-CSF) de vaches laitieres Holsteins entre 28° et 35° JEL dans un essai clinique

randomisé
Groupe de Variable Statistiques descriptives
traitement Min 25°¢ Médiane  75°¢ Max P
centile centile
Saline Parité 1 1 2 5 9 Référence
n=29 JELa 28 30 32 34 37  Référence
I’examen
reproducteur
bG-CSF? Parité 1 1 2 2 7 0,30
n=31 JEL a 29 30 33 34 37 0,23
I’examen
reproducteur

a = pegbovigrastim, b = jours en lait

Ce tableau présente et compare les caractéristiques principales et communes incluses
des deux groupes de vaches traitées. Le groupe saline avait plus de vaches a parité
inférieure, mais les deux groupes n’étaient différents avec la valeur de p>0,05 seuil de
signification choisi. Aussi, les deux groupes n’étaient pas différents en ce qui concernant
leur JEL a P’examen reproducteur post-traitement avec la valeur de p>0,05 seuil de

signification.
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3.2 Effet du pegbovigrastim sur I’endométrite

3.2.1 Réponses immunitaires utérines

Tableau 3- Distribution des réponses immunitaires utérines des groupes de traitement
(saline et bG-CSF) de vaches laiti¢res Holsteins entre 28° et 35° JEL dans un essai
clinique randomisé

Groupe Variable Statistiques descriptives
de Min 25°¢ Médiane 75¢ Max P

traitement centile centile

Saline ScEVP! 1 1 1 2 4 Référence

n=29 ScEL? 0 0 2 3 3 Référence
PPMN? 1 1 4 14 98  Référence

bG-CSF? ScEVP 1 1 1 1 3 0,10

n=31 ScEL 0 1 2 2 3 0,20
PPMN 1 2 3 12 98 0,40

a = pegbovigrastim, 1 = score d’écoulement vaginal purulent, 2 = score d’estérase leucocytaire, 3 =
proportion de leucocytes polymorphonucléaires

Ce tableau inclut et compare les trois réponses immunitaires utérines notées apres
traitement dans les deux groupes. La fréquence des réponses immunitaires €tait similaire

dans les deux groupes avec les valeurs de p>0,05 niveau de signification choisi.
3.2.2 Prévalence de ’EVP et de ’EC
3.2.2.1 Prévalence globale

Les prévalences globales des formes d’endométrite déclarées entre 28° et 35° JEL
aprés traitement étaient respectivement 13,3% (IC95% : 5,9 ; 24,6) pour EVP évalué au
score de pus supérieur ou égal a 3 ; 40,0% (IC95% : 27,6 ; 53,5) pour EC a PMN évaluée
a la PPMN supérieure ou égale a 6% et 70,0% (1C95% : 56,8 ; 81,2) pour EC a EL évaluée
au score de I’EL supérieur ou égal a 1. L’incertitude des estimations de prévalence de

I’endométrite était moins importante pour ’EVP.
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3.2.2.2 Prévalence par traitement

Les figures suivantes présentent et comparent les prévalences de ’EVP et de I’EC

obtenues aux seuils des mesures indiqués plus haut, classifiées par groupe de traitement.

a = pegbovigrastim
p=0,26

10 +

Prévalence en % de I'écoulement vaginal
purulent
7y
+

Saline bG-CSF
Traitement

Figure 3- Effet de traitement (saline et bG-CSF) sur la
prévalence de I’EVP chez des vaches laitieres
Holsteins entre 28° et 35° JEL dans un essai clinique
randomisé

Cette figure compare les prévalences de ’EVP défini par la présence de pus au score
supérieur ou égal a 3, contenu dans I’EV de chaque vache des deux groupes. La différence
de ’EVP dans les deux groupes de vaches n’était pas statistiquement significative

(p=0,26).
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Figure 4- Effet de traitement (saline et bG-CSF) sur
la prévalence de ’EC a PMN chez des vaches
laitieres Holsteins entre 28° et 35° JEL dans un essai
clinique randomisé

Ici, nous avons la comparaison des prévalences de ’EC définies par la présence des
PMN a une proportion supérieure ou égale a 6% obtenue dans un total de 100 cellules y
compris celles épithéliales, comptées dans le mucus utérin au microscope des vaches des
deux groupes. La différence observée entre les prévalences dans les deux groupes n’était

pas statistiquement significative (p=0,75).
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Figure 5- Effet de traitement (saline et bG-CSF) sur

la prévalence de I’EC a I’EL chez des vaches laitiéres

Holsteins entre 28° et 35° JEL dans un essai clinique
randomisé

Sur cette figure, on observe les taux de prévalence de I’EC identifiée par la présence
d’une quantité d’EL supérieure ou égale a 1 dans le mucus utérin des vaches des deux
groupes. La différence observée entre les deux prévalences dans les groupes n’était pas

statistiquement significative (p=0,20).
3.2.3 Risque de PEVP et de PEC

Le risque de I’EVP estimé était 3,3 fois plus €levé chez les vaches traitées avec bG-
CSF, mais I’intervalle de confiance de 95% (0,6 ; 10,0) autour du RC contenait la valeur 1
qui indique I’effet nulle de traitement bG-CSF. Quant a I’EC, son risque de survenue était
respectivement 2 fois plus élevé pour 'EC a EL et 1,1 fois plus élevé pour ’EC a PMN
chez les vaches traitées avec bG-CSF mais les 1C95% respectifs 0,7 ; 5,0 et 0,4 ; 3,33

contenaient tous la valeur 1 indiquant I’effet nul du bG-CSF.
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3.3 Effet du pegbovigrastim sur les performances de reproduction
3.3.1 Intervalle vélage-premiére insémination
Tableau 4- Jours en lait (JEL) entre vélage-premicre insémination des groupes de

traitement (saline et bG-CSF) de vaches laitiéres Holsteins au cours des 120 premiers
jours en lactation dans un essai clinique randomisé

Groupe de Statistiques descriptives
traitements Min 25¢ Médiane 75¢ Max P
centile centile
Saline 47 58 63 68 87
n=29 0,33
bG-CSF? 46 57 64 69 80
n=31

a = pegbovigrastim
Ce tableau décrit et compare les intervalles de temps entre le vélage et la premicre
insémination (IVPI) des vaches ayant été inséminées dans les deux groupes de traitement.
La période observée entre vélage et insémination était plus courte pour les vaches du
groupe bG-CSF, mais la différence n’était significative avec la valeur de p du temps médian

supérieure a 0,05.
3.3.2 Proportion de vaches ayant une premiere insémination
3.3.2.1 Proportion globale

En général, les deux groupes de vaches de 1’étude avaient enregistré une proportion
importante d’insémination au cours de la période de suivi, soit 88,3% (53/60) avec un

1C95% (77,4 ; 95,2%) peu étendu.
3.3.2.2 Proportions par groupe de traitement

Les proportions de vaches inséminées par groupe apres traitement sont comparées

dans la figure ci-apres.

60



180 T o
] p = pegbovigrastim
] =0,99

160 + -

140 1
100 +

60 +

10 +

Proportion en % de vaches mséminées

Saline bG-CSF !
Traitement

Figure 6- Effet de traitement (salie et bG-CSF) sur la
proportion de vaches laitieres Holsteins ayant regues
une insémination au cours des 120 premiers JEL
dans un essai clinique randomisé

Le groupe saline avait une proportion de vaches inséminées plus élevée 89,7%
(26/29) par rapport a celui de bG-CSF qui avait 87,1% (27/31), mais la différence n’était
pas statistiquement significative (p=0,99). Aussi, nous avions noté que la probabilité
qu’une vache soit inséminée dans le groupe bG-CSF par rapport au groupe saline était de

0,8, mais I’IC95% (0,2 ; 3,3) contenait la valeur 1 indiquant 1’effet nul du bG-CSF.
3.3.3 Distribution des jours en lactation a I’insémination
Recensement de vaches censurées

Au terme des 120 JEL de suivi, 11,7% (7/60) (3 vaches du groupe saline et 4 vaches
du groupe bG-CSF) de I’effectif total des vaches étaient censurés. Nous avons sur la figure7

la modélisation du temps global d’insémination des vaches des deux groupes.
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Figure 7- Courbe de survie de Kaplan-Meier de JEL a
I’insémination des deux groupes de traitement (saline et bG-CSF)
de vaches laitieres Holsteins au cours des 120 premiers JEL dans un
essai clinique randomisé
Globalement, au 120° JEL, environ 15% des vaches seulement n’avaient pas été
inséminées. L’insémination av débuté le 46° JEL et s’est terminée au 87° JEL pour la
totalité des vaches. Les vaches n’ayant pas été inséminées pour quelque raison que ce soit
¢taient censurées seulement a la fin du suivi. Généralement, on remarque que 50% des

vaches étaient déja inséminées avant le 65° JEL. Les détails de cette proportion stratifiée

par traitement se trouvent représentés dans la figure ci-dessous.
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Figure 8- Courbes de survie de Kaplan-Meier de JEL a
I’insémination par traitement (saline et bG-CSF) de vaches
laitiéres Holsteins au cours des 120 premiers JEL dans un essai
clinique randomisé

Ce graphique compare les proportions de vaches inséminées par période de suivi
entre le groupe saline et le groupe bG-CSF. Les deux courbes se chevauchent, ce qui
indique que les proportions d’insémination enregistrées n’étaient pas différentes entre les
deux groupes de vaches traitées au cours de la période de suivi. Aussi, nous avons constaté
que le nombre médian de jours de I’'IVPI était similaire, 63 jours (IC95% : 61 ; 68) pour
les vaches traitées avec la saline et 64 jours (IC95%: 59 ; 69) pour les vaches traitées avec

le bG-CSF (p=0,91).
3.3.4 Succes a la premiére insémination
3.3.4.1 Succes global

Au cours des 120 premiers JEL, les deux groupes de vaches ont enregistré un succes

global de gestation de 33,9% (18/53) inférieur a 50% avec un IC95% de 21,5 a 48,3%.
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3.3.4.2 Succés par traitement

Les succes de gestation obtenus au cours des 120 premiers JEL par groupe de

traitement sont présentés dans cette figure.
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Figure 9- Effet de traitement (saline et bG-CSF) sur le

succes a la premicre insémination chez des vaches
laitieres Holsteins au cours des 120 premiers JEL dans
un essai clinique randomisé
Numériquement, les vaches traitées avec la saline avaient plus de vaches gestantes

a 120 JEL soit 38,5% (10/26) par rapport a celles du groupe bG-CSF qui n’avaient que
29,6% (8/27) de gestation, mais la différence n’était pas statistiquement significative
(p=0,49). Aussi, la probabilité¢ qu’une vache soit gestante dans le groupe bG-CSF par
rapport au groupe saline ¢€tait de 0,8, mais 1’1C95% (0,2 ;3,3) de RC contenait 1 qui est la

valeur nulle de ’effet du bG-CSF.
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3.3.5 Distribution des jours en lait a la gestation au cours du suivi
Recensement des censures

Au total 70,0% (42/60) des vaches, composé de 19 vaches traitées avec saline et 23
vaches traitées avec bG-CSF étaient censurées a 120 JEL. La modélisation des jours en

lactation a la gestation globale des vaches est présentée dans cette figure.
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Figure 10- Courbe de survie de Kaplan-Meier de JEL a la gestation des
deux groupes de traitement (saline et bG-CSF) de vaches laitieres
Holsteins au cours des 120 premiers JEL dans un essai clinique
randomisé

On remarque qu’en général aucune vache n’était devenue gestante avant le 45° JEL.
Plus de 50% des gestations avaient déja lieux avant le 80° JEL, mais il n’y avait pas eu
d’autres gestations apres le 87° JEL jusqu’a la fin du suivi. La fréquence des censures était

plus importante entre 40° et 65° JEL et les toutes dernieres étaient observées au 82° JEL.
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Figure 11- Courbes de survie de Kaplan-Meier de JEL a la gestation par
traitement (saline et bG-CSF) de vaches laitieres Holsteins au cours des
120 premiers JEL dans un essai clinique randomisé

Ce graphique illustre et compare le temps de survie des gestations entre le groupe
saline et le groupe bG-CSF. Le nombre médian de jours en lactation a la gestation était 83
pour les vaches du groupe saline et 80 pour les vaches du groupe bG-CSF, mais la
différence de temps de survie entre les deux groupes n’était pas statistiquement
significative (p=0,56). Les proportions de censures a 120 JEL étaient 32% et 38%

respectivement pour le groupe saline et pour le groupe bG-CSF.
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3.4 Incidences enregistrées aprés traitement au cours des 120 premiers JEL

Apres I’administration de la saline physiologique et le bG-CSF aux vaches, quelques
rares incidences remarquables marquées par 1’élimination de certaines vaches de 1’étude
ainsi que leurs causes ont été répertoriées au cours du temps de suivi. Dans le tableau
suivant sont indiqués les temps de survenu des différents cas d’élimination des vaches par
groupe de traitement

3.4.1 Intervalle vélage-élimination

Tableau 5- Distribution du temps entre vélage et élimination par traitement (saline et bG-
CSF) des vaches laitieres Holsteins en postpartum dans un essai clinique randomisé

Groupe Statistiques descriptives
de traitement Min 25¢ Médiane 75°¢ Max P
centile centile
Saline 101 101 103 104 104
n=29 0,20
bG-CSF? 82 82 82 82 82

n=31

Ce tableau contient et compare les données de I’intervalle vélage-élimination (ITE)
des vaches par groupe. Le temps médian entre le vélage et I’élimination des vaches dans
les deux groupes de traitement était similaire (p=20).

3.4.2 Proportions de vaches éliminées durant la période de suivi

3.4.2.1 Proportion globale

Globalement, le nombre de vaches ¢liminées était faible dans les deux groupes, 5,0% (3/60
; 1C95% : 1,0 ; 14,0) seulement n’avaient pas termin¢ 1’étude au terme du suivi.

3.4.2.2 Proportion par traitement et causes liées

Les proportions de vaches inséminées par groupe de traitement sont représentées et

comparées dans la figure ci-apres.
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Figure 12- Effet de traitement (saline et bG-CSF) sur
I’¢élimination des vaches laitiéres Holsteins au cours
des 120 JEL dans un essai clinique randomisé

La proportion de vaches éliminées par groupe de traitement dans le troupeau au cours
des 120 premiers JEL était 6,9% (2/29) et 3,2 (1/31) respectivement pour le groupe saline
et le pour le groupe bG-CSF, mais la différence n’était pas statistiquement significative
(p=0,61). Aussi, la probabilit¢ qu'une vache soit ¢liminée dans le groupe bG-CSF par
rapport au groupe saline était de 2,3, mais I’IC9% (0,2 ; 26,0) de RC contenait 1 qui est la
valeur nulle de I’effet du bG-CSF. L’¢limination des deux vaches du groupe saline était
due a la réforme et la vente. Pour la vache du groupe bG-CSF, la cause de 1’élimination
était due au trouble de locomotion constaté apres 1’administration de la premiére injection.

Les graphiques suivants donnent le temps d’élimination des vaches au cours du suivi.
3.4.3 Distribution des vaches éliminées dans le temps
Recensement des censures

Au total, il y a eu seulement 3 vaches retirées de I’étude au courant de la période de
suivi, c’est-a-dire du début du premier traitement de chaque vache jusqu’a 120 JEL ou nous

avions censuré 95,0% (57/60) de I’effectif total composé de 30 vaches du groupe bG-CSF
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et 27 vaches du groupe saline. Les distributions globales et par traitement des vaches

¢liminées de 1’étude sont représentées dans les figures ci-dessous.
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Figure 13- Courbe de survie de Kaplan-Meier de JEL a I’élimination dans
les deux groupes de traitement (saline et bG-CSF) de vaches laitieres
Holsteins au cours des 120 premiers JEL dans un essai clinique randomisé

Sur ce graphique de Kaplan-Meier, on voit que 3 vaches étaient éliminées de I’étude
apres 80° JEL et leur censure a été faite au 120° JEL. Dans la figure suivante, nous avons
choisi de représenter le risque d’élimination et non pas la proportion des vaches non

¢éliminées.
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Figure 14- Courbes cumulatives d’élimination des vaches laiticres
Holsteins par traitement (saline et bG-CSF) au cours des 120 premiers
JEL dans un essai clinique randomisé

Ce graphique nous présente et compare le risque d’élimination ou simplement
I’incidence cumulée entre les deux groupes de traitement. On voit que le risque était
variable selon le groupe de traitement. En lecture verticale, nous voyons que le risque
d’élimination au 83° JEL dans le groupe bG-CSF était de 0,03 et 0 dans le groupe saline.
Au 103° JEL, le risque d’¢élimination des vaches était 0 pour le groupe bG-CSF et 0,03 pour
le groupe saline. L’évaluation de différence de temps de risque selon le traitement montre

qu’il n’y avait aucune différence entre les deux groupes (p=0,53).
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Chapitre 4 - Discussion générale




Cette ¢étude est a la connaissance des auteurs, la premiére a avoir investigué sur
I’efficacité¢ du bG-CSF administré aux 14° et 21° JEL sur la prévention de 'EVP et de I’EC
chez les vaches laitiéres Holsteins en postpartum. Deux groupes de vaches ont été
comparés dont I’un a regu deux injections de bG-CSF aux 14° et 21° JEL et ’autre deux
injections de la saline physiologique (traitement de référence) aux mémes moments.
L’¢tude a été menée autour de trois parties indiquées dans la méthodologie notamment, la
santé utérine, la reproduction et les incidences survenues. Dans cette section, nous
comparons d’abord nos résultats avec ceux de la littérature, puis nous discutons des forces

et faiblesses de notre étude, et enfin du futur de 1’étude.
Distribution des réponses immunitaires utérines

Dans notre étude, nous avons constaté que les résultats des réponses immunitaires de
I’utérus tels que le SCEVP, le ScEL et la PPMN de I’utérus observés deux semaines apres
le traitement au bG-CSF au 21° JEL dans les deux groupes étaient tous variables
numériquement. Les vaches du groupe bG-CSF avaient des valeurs médianes de SCEVP,
de ScEL et de PPMN similaires a celles des vaches du groupe saline. Nos résultats étaient
comparables a celles des études antérieures réalisées sur des vaches laitieres Holsteins en
postpartum, mais avec un protocole de traitement différent, soit une semaine avant et au
cours des 24h suivant le vélage; aussi, les essais étaient réalisés contre la mammite clinique
associée similairement a I’immunosuppression péripartum (Van Schyndel et al., 2018,
Zinicola et al., 2018, Galvao et al., 2019). Ensuite, nous avons constaté avant le début de
notre projet qu’aucune étude n’avait utilisé¢ a la fois les trois méthodes de diagnostic a
savoir le metricheck, I’estérase leucocytaire et la cytobrosse pour apprécier I’efficacité du
bG-CSF contre les MU en général et ’EVP et I’EC particuliérement; ce qui dénote le
caractere novateur de notre d’étude sur I’effet de I’administration du bG-CSF sur la

prévention de ’EVP et de ’EC.
Prévalence de PEVP et de ’EC

Les résultats de notre étude ont montré que le bG-CSF n’avait pas eu d’effet sur les
incidences de ’EVP et de I’EC. Les prévalences de ’EVP, de ’EC a EL et de ’EC a PMN
chez les vaches du groupe saline respectivement de 6,9% (2/29), 62,1% (18/29) et 37,9%
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(11/29) étaient moins €levés par rapport a celles obtenues chez les vaches du groupe bG-
CSF respectivement 19,4% (6/31), 77,4% (24/31) et 41,9% (13/31), mais il n’y avait
aucune différence significative. En comparant nos résultats a ceux des études antérieures,
nous constatons que la relation est relativement similaire dans le contexte des MU. Jusqu’a
présent, parmi les MU, seuls I’EVP et la métrite ont été évalués apres le traitement de bG-
CSF. Pratiquement, tous les essais ont été consacrés a la détermination du nombre des PMN
et leurs fonctions immunitaires. Une étude a rapporté des prévalences similaires de 13,4%
pour la métrite au 35° JEL, mesurées au seuil de scores de pus supérieur ou égal a 2 (Galvao
et al., 2019). Dans notre étude nous a avons utilis¢ une valeur seuil supérieure ou égale a 3
parce que nous avons supposé qu’avec I’augmentation des PMN, occasionnée par le bG-
CSF, la quantité de débris cellulaires pouvait étre surestimée. Une autre étude a rapporté
aussi I’augmentation significative de ’incidence de métrite aprés I’administration du bG-
CSF de 17,1% chez les vaches traitées en postpartum. Les auteurs ont associé¢ cette
augmentation de ’incidence de la métrite simplement au mode d’action du bG-CSF qui
augmente la réponse neutrophilique conduisant a des signes inflammatoires plus clairement
visualisés (Ruiz et al., 2017b). Dans d’autres études en revanche, la différence de
I’incidence de métrite n’était pas notable entre les vaches traitées et celles controles
(p>0,05) (Canning et al., 2017, Zinicola et al., 2018). Par ailleurs, pour le cas de mammite
clinique nous n’avons pas obtenu des résultats similaires avec d’autres études qui ont
rapporté des réductions de I’incidence de la maladie de 25 a 35% chez les vaches laitiéres

au cours de 30 premiers JEL (Canning et al., 2017, Ruiz et al., 2017a).
Performance de reproduction au cours des 120 premiers jours postpartum

Dans notre étude, nous avons constaté que les vaches ayant été traitées avec le bG-
CSF avaient présenté des performances de reproduction plus faibles méme si aucune
différence significative entre les groupes n’avait été notée. En prenant tout d’abord
I’intervalle de temps entre vélage et premiere insémination (IVPI), le résultat était variable
d’un groupe a I’autre et les vaches du groupe bG-CSF avaient un temps médian de 64 jours
comparativement aux vaches du groupe saline qui avaient 63 jours. Ce constat était
différent de celui d’une étude qui a observé un temps médian plus long en jours chez le

groupe témoin 104 jours contre 103 jours pour les vaches du groupe bG-CSF. Nous avons
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suppos¢ que cette différence de temps médian semble étre due simplement a la différence
de durée de suivi entre les deux études, 180 JEL dans leur étude et 120 JEL dans notre
¢tude d’une part et d’autre de la période d’administration du bG-CSF 7 jours avant et au

cours des 24h du vélage (Zinicola et al., 2018).

Dans notre essai, nous avons constaté que les vaches traitées avec le bG-CSF avaient
un taux d’insémination a la premiére saillie plus faible (87,1%; 27/31) par rapport a celles
contrbles (89,7%; 26/29), mais sans différence significative. Nos résultats n’étaient pas
cohérents avec ceux d’une étude qui avait enregistré une augmentation des chances
d’insémination chez les vaches laitiéres avec le bG-CSF au cours des 100 premiers JEL
avec plusieurs autres conditions bénéfiques (Ruiz et al., 2017a). Quant au SPI, une étude a
rapporté des taux de 28,8% de succes pour les vaches du groupe saline contre 34,3% pour
celles traitées avec le bG-CSF, mais il n’y avait aucune différence significative (Zinicola
et al., 2018). Nous avons constaté que nos résultats étaient différents de ceux rapportés par
une autre étude qui avait enregistré plutot un succes plus élevé chez les vaches controles

de 38,5 (10/26) contre 29,6% (8/27) pour celles du groupe bG-CSF (Zinicola et al., 2018).
Elimination des vaches a I’étude

Dans notre étude, le traitement avec le bG-CSF n’avait pas affecté le retrait des
vaches a I’étude. En général, le nombre de vaches retirées durant les 120 premiers JEL de
suivi était faible; seulement 3 sur les 60 vaches inscrites soit 5,0%. Spécifiquement, méme
st faible, nous avons enregistré plus de vaches €éliminées dans le groupe saline 6,9% (2/29)
contre 3,2% (1/31) dans le groupe bG-CSF. Le trouble locomoteur enregistré dans le
groupe bG-CSF était associé aux symptomes cliniques habituels du bG-CSF définis dans

la littérature.
Forces, faiblesses et perspectives de I’étude

Une des forces de notre étude a été tout d’abord son caractére novateur avec une
méthodologie rigoureuse permettant d’éviter des biais de sélection et d’interprétation des
résultats. Notre méthodologie a associé a la fois la période d’apparition de ’EVP et de I’EC
et les propriétés pharmacodynamiques du bG-CSF. L’utilisation du bG-CSF a été

confirmée pour la prévention de la mammite clinique chez les vaches laitiéres en
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postpartum. Cependant, a 1’étape de son expérimentation actuelle, 1’efficacit¢ de la
molécule chez les vaches laitiéres en postpartum semble encore a mieux explorer. Nous
avons supposé que I’administration du bG-CSF a partir du 14° JEL permettrait de maintenir
une concentration nécessaire et suffisante des PMN dans 1’organisme des vaches pour faire
face a I’invasion microbienne postpartum. Les expériences antérieures ont montré qu’une
concentration maximale des PMN pourrait tre atteinte au cours des 24h apres la deuxieme
injection de bG-CSF avec une protection immunitaire bien élevée tout au long des deux

semaines suivant le traitement (Van Schyndel et al., 2018).

Par ailleurs, partant du caractére pilote de notre essai, nous supposons que nous
n’avions pas réuni préalablement toutes les conditions nécessaires permettant d’optimiser
la précision de nos résultats méme si I’étude a été randomisée. Notre étude a été menée au
sein d’une seule ferme. Dans ce contexte, nous supposons que la validité de nos résultats
pourrait étre limitée a la situation interne de la seule exploitation laitiére contrairement aux
recommandations formulées par une étude concernant les protocoles des études cliniques
multicentriques (Dechartres et al., 2011). Notre protocole était cependant comparable a
celui d’une autre étude antérieure effectuée dans un seul centre et sur la méme race
Holstein, mais avec une évaluation de I’effet de parité (Galvao et al., 2019). Aussi, nous
avons supposé que la puissance statistique de notre étude fiit faible a cause de la limitation
de la taille de I’échantillon étudié. En évaluant la puissance (1-f) de notre étude avec le
logiciel BiostaTGV servant a la préparation des €tudes cliniques nous constatons qu’elle
était faible et était en dessous de 50% pour un niveau de confiance de 95% utilisé.
Réellement, la puissance de I’estimation de la prévalence de I’endométrite était & 41% pour
I’EVP, de 35% pour ’EC a estérase leucocytaire et de 8% seulement pour I’EC a PMN.
Quant aux performances de reproduction subséquentes des vaches traitées avec le bG-CSF,
la puissance des valeurs estimées était de 9% pour I’insémination obtenue a la premicre
saillie et de 18% pour le succés de gestation obtenue a la PI. Des revues ont évalué
I’influence de la taille de 1’échantillon sur la puissance et la précision de 1’estimation de
I’effet du traitement (Hajian-Tilaki, 2011, Dechartres et al., 2013). Des études ont rapporté

que les effets de traitement demeurent plus grands ou plus petits dans les plus petits essais
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cliniques avec des rapports des cotes inférieurs a 1 méme dans le cadre des études

randomisées (Dechartres et al., 2011, Dechartres et al., 2013).

A cette étape, les résultats de cette étude pilote sont donc a interpréter avec prudence
a cause de I’insuffisance de puissance des résultats. Par exemple, pour cette étude, 905
vaches sont nécessaires pour confirmer que le SPI (89,7%) dans le groupe saline était
supérieur au SPI (87,1%) dans le groupe bG-CSF pour un niveau de confiance de 5% et
une puissance estimée de 80%. Soit donc, un manque de 845 (905-60) vaches pour obtenir

une différence significative dans notre étude.
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Chapitre 5 — Conclusion générale




Ce projet de recherche visait a déterminer la capacité¢ du traitement bG-CSF a
prévenir ’EVP et PEC fréquemment observés en association avec I’immunosuppression
et I’infection microbienne chez les vaches laitiéres Holsteins en postpartum. Nos objectifs
étaient d’évaluer ’effet du bG-CSF administré aux 14€ et 21° JEL sur ’EVP et ’EC au 35°
JEL et, sur les performances de reproduction subséquentes des vaches au cours des 120
premiers JEL et enfin répertorier les incidences du bG-CSF au cours de cette période. Les
vaches traitées avec le bG-CSF avaient des réponses immunitaires utérines en SCEVP,
ScEL et PPMN et aussi des prévalences de I’EVP et de I’EC numériquement plus
importantes. De plus, les taux d’insémination et de succés de gestation a la PI enregistrés
¢taient tous plus faibles au cours des 120 premiers JEL. Nous n’avons détecté cependant
aucune différence statistique significative des résultats obtenus entre le groupe saline et le
groupe bG-CSF. A cette étape, nous concluons que le bG-CSF n’a pas prévenu I’EVP et
I’EC. D’autres essais cliniques plus importants sont nécessaires afin de pouvoir déterminer
une différence ou une similarité possible entre la saline physiologique et le bG-CSF et
conclure sur I’efficacité de I’administration du bG-CSF aux 14° et 21°¢ JEL pour prévenir

I’EVP et ’EC chez les vaches laitiéres Holsteins en postpartum.
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