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| ntroduction

L’endométrite est une maladie inflammatoire, elle est responsable de troubles
de la fertilité dans de nombreuses espéces. L’examen cytologique
endométrial a été proposé pour la premiére fois par (Gilbert et al. 1998) chez
les bovins, puis repris par (Kasmanickam et al. 2004), pour démontrer
I’ existence de formes subcliniques d’ endométrite.

Chez la jument, la cytologie endométridle est couramment employée pour la
diagnostiquer, tandis que chez la vache et la chienne, cette technique est en
cour de validation. La cytologie endométriale est actuellement considérée
comme |'examen de référence pour le diagnostic de I'endométrite chez la
vache entre 21 et 35 jours post-partum, la cytologie n’évalue I'inflammation
gu'a travers un prélévement réalisé dans la lumiére utérine et/ou sur la partie
superficielle de I'endométre. De plus, s le prédévement est réaisé par
écouvillonnage avec une cytobrosse, il n'évalue gqu'un endroit trés localisé de
I’appareil génital (environ un cm2 du corps utérin) dautres especes, comme
la jument ou la femme, |'examen cytologique endométrial fait partie des
techniques communément utilistes depuis de nombreuses années dans le
diagnostic des endométrites, endométrioses e maadies inflammatoires
pelviennes (Riddle et al., 2007 ; L eblanc et al.,2009).

L’examen cytologique du contenu utérin est une méthode rapide et peu
colteuse et consiste avéifier la nature de tout fluide présent et pour
déterminer la présence de celules inflammatoires (Villiers et Dunn., 1998).
L’examen cytologique endométrial, plus facile a I|'utilisation que la biopsie
utérine, est considéré depuis 2004 chez la vache, comme technique de
référence pour |'évaluation du statut inflammatoire de I'appareil génital, par
dénombrement des leucocytes infiltrés dans la muqueuse.
L’examen histologique donne des informations de trés bonne qualité sur le
statut inflammatoire de |’endométre, par évaluation de la population infiltrée
et des lésions de la muqueuse uté&ine (Chapwanya et al. 2009 ; Studer et al.
1978).
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| ntroduction

Cependant, I'utilisation de la biopsie utérine pendant de nombreuses années
Sest donc limitée a des essais in  vivo ou a des cas isolés. Son utilité et sa
valeur pronostique ont donc été ignorées a cause de sa difficulté demploi
(cathétérisme cervica) e de son risque datération des performances de
reproduction. Si son innocuité était confirmée par dautres travaux, le déa
nécessaire a I’analyse histologique ains que son cout, bien supérieur a celui

d'un frottis cytologique, constitueront néanmoins des freins a son utilisation a

grande échelle.
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Résumeé

Durant la gestation, I’ utérus est un environnement stérile qui permet |e dével oppement
du feetus. A la suite du vé&lage, I’ utérus de presque toutes |es vaches est contaminé par
des bactéries d origine environnementale et ce phénomene est considéré comme
normal. Au cours des six semaines qui suivent le vélage, cet organe retrouve sataille
normale et son intégrité tissulaire. Durant cette période, 70 % a 80 % des vaches
éliminent les bactéries qui y sont présentes. Pour les autres, la persistance des

bactéries peut causer une endomeétrite.

L’endométrite est une inflammation de |’endométre, la muqueuse qui tapisse
I"intérieur de I'utérus. Elle est responsable de troubles de la fertilité dans de
nombreuses especes. Elle se diagnostique habituellement chez les vaches ayant plus
de 21 jours de lactation.

Chez la vache |’endométrite subclinique est impossible a détecter lors d’ un examen
clinique de routine dans notre these on a aborder deux méthodes pour la diagnostiquer

qui sont labiopsie utérine et la cytologie endometriale

La cytologie endometriale qui est technique de référence peut étre faite en préevant
un échantillon des cellules de I’endométre dans le but d évaluer la présence de
neutrophiles (cellules inflammatoires, globules blancs). La méthode la plus courante
pour effectuer cette collecte de cellules se fait par I’ utilisation de la cytobrosse ou

lavage utérin.

L’ examen histologique de I’ endométre fournit de nombreux détails sur I’ inflammation
endométriale, des détails précis sur les |ésions, et permet une évaluation des différents
éléments tissulaires.cet examen a une sensibilité de 44% et une spécificité de 92 %
pour diagnostiquer les endométrites subcliniques mais ses inconvénients sont le cout

élevé et calongue durée
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Résumeé

During pregnancy, the uterus is a sterile environment allowing the devel oping fetus

After calving, the uterus of amost all cows is contaminated with environmental
bacteria, and this phenomenon is considered normal. In the six weeks following

calving, this body returns to its normal size and tissue integrity.

During this period, 70% to 80% of cows eliminate bacteria present in the reproductive

tract . For others, the persistence of bacteria can cause endometritis.

Endometritis is an inflammation of the endometrium, the lining of the inside of the
uterus. It is responsible for fertility disorders in many spaces. it is usually diagnosed

in cows over 21 days post caving.

A subclinical endométritis in cows is impossible to detect during a routine physical
examination our thesis we discuss two methods to diagnose which are the uterine

endometrial biopsy and cytology.

The endometrial cytology is the reference technique can be done by taking a sample
of endometrial cellsin order to assess the presence of neutrophils(Inflammatory cells,
white blood cells). The most common method to make this collection of cellsis done

by using cytobrush or uterine washing.

Histological examination of the endometrium provides many details on endometrial
inflammation, specific details of the lesions and allows an evaluation of the various
tissue elements. This examination has a sensitivity of 44% and a specificity of 92%
for diagnosing subclinical endometritis but its disadvantages are the high cost and

long duration to perform.
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CHAPITRE |

La biopsie utérine



Chapitrel : labiopsieutérine

| Lesprincipesdelabiopsie utérine:

La méthode de rédisation du préévement doit étre rapide, répétable, permettre
d’obtenir des échantillons homogénes de haute qualité et ce sans nuire a la santé
animale.

Ainsi, concretement, il faut penser a la stérilisation de |'outil de biopsie pour
prévenir une contamination utérine, et la manipulation du tissu est extrémement
importante pour éviter des artéfacts génant la lecture microscopique.

Quant aux nombres de spécimens a prélever, les auteurs ne sont pas tous d' accord
sur ce point. Il était recommandé de prélever chaque utérus de vache a trois endroits
différent afin d’avoir une vue histopathologique d'ensemble . En effet, ces derniers
rapportent qu'on peut retrouver des degrés de fibrose différents de fagon simultanée
sur un utérus donné En équine, les auteurs ont aussi des avis divergents a ce sujet.
Ces dernieres décennies, plusieurs études ont montré qu'une seule biopsie utérine de
jument examinée pour la recherche de processus inflammatoires et dégénératifs était
représentative de I'ensemble de I'utérus selon Doig et Kenney (1986), s aucune
anomadie n'a é&é déectée a la papation utérine (forme, taille, texture), une seule
biopsie suffit pour représenter I’endométre dans sa totaité. Si a la palpation, des
zones différentes sont détectées, chacune de ces zones doit étre biopsiée (Wyers et
Rey 1987) confirment que la pratique dune double biopsie n'est pas indispensable
mais permet cependant de réduire les causes dereur ou les problémes
d’interprétation.

Par contre, il est intéressant de réaliser deux biopsies séparées dans le temps, afin
d'évauer I'efficacité du traitement ou pour contrbler I'évolution d'une Iésion
(Wyers et Rey, 1987). Néanmoins En( 2010, Fiala et al) ont confirmé par une éude
consacrée a I|'évauation de I’endométrite chronique dégénérative qu'une seule
biopsie d'utérus n'éait pas revélatrice du statut de |'utérus dans sa totalité. Cette
étude comprenait un échantillon de 40 juments sur lesquelles 3 sites de I'utérus ont
été biopsiés (corne gauche , droite, et corps utérin) et classés selon une adaptation de
la classification de Kenney et Doig (1986). Les 3 portions d endometre n’étaient
classées dans la méme catégorie que par 30% des juments. Ceci remet en cause

I’ étude de (Bergman et Kenney 1975) qui avait démontré sur un échantillon de 16
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Chapitrel : labiopsieutérine

juments, gu’une seule biopsie éait représentative de la totaité de I’ utérus en comparant le
type, le degré et la distribution de | inflammation, le degré et la distribution de lafibrose et la

présence ou absence de lacunes lymphatiques

1)-Latechnique:

1-a) -Leprélévement de matériel endométrial :

1-a-1)- Lesite de prélevement :

La paroi utérine se compose d'une séreuse, le péimétrium, d'une musculeuse, le
myometre, et d’une muqgueuse, |’endométre (figures 1). L’endométre correspond a la
muqueuse qui tapisse le corps utérin et les cornes utéines. Il est formé d'un
epithelium columnaire et simple chez la vache, cuboide a prismatique chez la
chienne et la jument, et peut étre dtratifié a pseudo-stratifié chez les ruminants et le
porc, avec deux types de cellules (ciliées et non ciliées de type sécrétoire) et d’'un
stroma.

Le stroma endométrial (la propria mucosae) est subdivisé en un stratum compactum
caractérisé par un conjonctif lache trés riche en celules (fibroblastes, macrophages,
lymphocytes, éosinophiles) et plus en profondeur en un stratum spongiosum riche en
fibres de collagéne (Barone, 1990). Le stroma est infiltré par des cellules en
provenance du sang (lymphocytes, granulocytes, plasmocytes).

Il contient aussi des glandes utérines, tubulaires, dont I'épithélium est en continuité
avec celui de I’endometre mais les cellules y sont davantage secrétrices . Chez les
ruminants, certaines régions de I’endometre, les caroncules, sont non glandulaires
(Bacha et Bacha, 2010).

L'objectif de la biopsie uté&rine est de prélever un spécimen représentatif de
I’endometre comprenant  I'épithélium, le stratum compactum et le stratum
spongiosum. Pour ce faire, I'outil a biopsie doit venir au contact de la paroi utérine
et sectionner, a I'aide de bords tranchants, un échantillon de la totalité de |’ épaisseur
del’endométre
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Chapitrel : labiopsieutéerine

Figure (01): Aspect histologique d utérus non-gravidique de vache

Reproduction personnelle.

Figure (02) : Morphologie utérine
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Chapitrel : labiopsieutéerine

1-a-2)-Le matérid :
La pince doit étre suffisasmment longue pour atteindre la base des cornes utérines

(60-70 cm) et permettre un prélévement d’au moins 20x3x3 mm

Figure (03) : Pince abiopsie

Grace a la technique du double gant, la pince est introduite avec les mors fermes a
travers le col de l'utérus puis poussee déicatement jusgu'a la base dune
préférentiellement celle ou a éé constatée des anomalies (liquide, kystes, zone
hyperechogene). La main externe non gantée maintenant la pince est alors basculée a
90° pour placer les mors dans un plan horizontal. La main gantée est aors retirée du
vagin pour aller suivre la pince grace a une pal pation transrectale et pousser le tissu

entre les mors de la pince. Le fragment obtenu est place directement dans du liquide
de Bouin ou du formol 10%.

Apres inclusion, coupe, montage sur lame et coloration, le prélévement est interprété
(Betsch, 1992; Betsch, 2003 b). Il est admis que cet échantillon de petite taille par
rapport a la surface endometriale est représentatif de |I’endometre dans son ensemble
(Kenney, 1978).

Néanmoins, il n'est pas représentatif de I'uterus en entier et nous verrons par la suite

que cela peut constituer une limite dans |’ analyse des angiopathies uterines.
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Chapitrel : labiopsieutérine

2)-Lareéalisation dela biopsie utérine:

a)_Chez |lavache:

Bien qu'on puisse réaliser, sur des vaches agées, cette biopsie durant le

dicestrus (phase au cours de laguelle on aurait la meilleure lecture histologique
des lésions), il est préférable de la réaiser durant |’cestrus car elle est plus facile a
réaliser, moins traumatique et moins contaminante. En contrepartie, comme le
soulignent ( Manspeaker et al 1984), s lavache est atteinte d endométrite, il
sera difficille de la diagnostiquer par confusion avec la présence physiologique
de neutrophiles a ce stade du cycle Et comme chez la jument, un examen
transrectal est réaisé au préalable, ains qu'un examen au vaginoscope afin

d objectiver ou non des écoulements utérins anormaux (Kenney et Doig, 1986).

Dans un premier temps, la région périnéale et la vulve de I'animal sont nettoyées
afin d'éviter une infection iatrogene de I'appareil génita. On va utiliser une
pince a biopsie stériliste (Chaffaux et al, 1987) ou protégée dans une gaine
(Chapwanya et al, 2010).

Elle est introduite jusqu'a Iorifice postérieur du col a I'ade dune man
gantée passee par Vvoie vaginde, puis cette méme man va passer par voie
rectale pour tenir le col et rédiser le cathétérisme cervical, complexe chez la
vache en raison de la présence de trois anneaux cervicaux. Lorsgue la pince est
placée dans une gaine de protection, cette derniere est rompue au niveau de I’ orifice
externe du col. La pince est poussee dans une corne utéring, 3 a5 cm en avant de la
bifurcation.

A ce niveau, on ouvre les mors de la pince et la main en position rectale, on
pousse la paroi utérine de telle sorte a engager la muqueuse entre les mors de la
pince. La pince est retirée du tractus génital avec le matériel de prélevement entre
ses mors (Chaffaux et al, 1987).
Bien que cette technique ait é&é considérée comme délétére dans le passé par les
études de ( Zaayer et Van der Horst 1974 et de Miller et al 1980), il a été
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démontré plus tard que réadiser des biopsies endométriales n'était pas nuisible
e ne présentait en paticulier pas deffets dédééres sur la fonction de
reproduction de la vache. De plus, il apparait que chez les vaches infertiles,
I’examen bactériologique de [I'utérus serait plus facilement réalisable a partir

d’une biopsie que d’un écouvillon (Messier et al, 1984) .

b)- Chez lajument :

Biopsietrans-cervicale:

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

Deux techniques sont décrites pour le prélévement de tissu utérin. Dans «a
méthode vaginae» (Carleton, 1997), l'index placé dans le col aide a plaguer
I'instrument & biopsie contre I'endometre. Dans la seconde méthode «recto-
vaginde» (Kenney, 1978), on vide le rectum et une papation déaillée de
I'appareil génital est réadisée par voie transrectale (Greenhoff et Kenney,
1975).

Apres nettoyage-désinfection de la vulve et de la région péinéae, |['outil a
biopsie est placé dans un gant stérile plutdt que dans un spéculum qui ouvre
le vagin au microbisme environnant. Un gant stérile, lubrifié avec du gd
chirurgical stérile et sans composant chimique bactériostatique, recouvre le bras
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passé par voie vaginae pour amener ['instrument a travers le vagin jusguau
col.

Quand l'instrument a biopsie est dans I'utérus, la main gantée passe dans le
rectum : €lle permet dexercer une pression ventrale sur le vagin pour fare
disparaitre un pneumovagin éventuel. Cette méme main dirige et localise le bout de
I'instrument & I'entrée de la corne droite ou gauche (figure 04) . Les mors sont
alors ouverts, refermés pour pincer e couper une portion de [|'endométre
(Doig et Kenney, 1986).

La biopsie endométriale renseigne de facon fiable sur les remaniements de
I’endométre (Overbeck et al, 2011). Quant a I'innocuité de ce procédé, sur
600 hbiopsies endométridles réalisées par (Doig et Kenney 1986), aucun effet
secondaire n'a été relevé chez les juments prélevées. Les auteurs affirment méme
gu'on pourrait réaliser la biopsie pendant I’cestrus aprés la monte sans interférer
avec la gestation (Doig e Kenney, 1986). (Britton (1982) confirme
I'innocuité de cette technique en réalisant un frottis cytologique 48 heures aprés
la biopsie afin dévauer une potentielle inflammation. ( Gross et LeBlanc
1984) ont montré que douze biopsies réalistes au méme  endroit

naugmentaient pas I'incidence de lafibrose.

Figure (04) : Technique de biopsie utérine trans-cervicale chez lajument
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C)- Chezla chienne:

c-1)-par_laparotomie:

La rédisation de biopsies utérines par laparotomie, en raison de son coté
invasif, a long temps découragé bon nombre de vétérinaires. Pourtant, cette
approche est parfois proposée en gynécologie humaine lorsque I’infertilité demeure
inexpliquée. Elle représente en outre une technique de choix pour obtenir des pré
levements histologiques et bactériologiques de bonne quaité, plus a méme de

refléter le véritable statut utérin de I’ animal concerné.

L’ éude réalisee concerne Au cours d'une laparotomie, leurs ovaires et leurs utérus

sont examinés macroscopi quement.

Une incision longitudinde de 1cm est ensuite réaisée au scalpel (lame de 10), soit
au niveau de zones uté&rines jugées anormaes’(par leur aspect ou a la papation de
I’organe),soit au milieu de chaque corne utérine s rien n'est décelé. Les piéces
d’'exérese ains récupérées sont identifiees et placées dans du formol pour une

analyse histologique.

c-2)-par_chirurgie:

les biopsies chirurgicaes apparaissent comme de bons outils pour les diagnostiquer.
Elles permettent au vétérinaire de repérer des lésions focales et de pratiquer des
biopsies sur les sites qui lui semblent suspects.
Les contaminations bactériennes par le contenu du vagin ne perturbent pas
I'interprétation des résultats puisque les échantillons sont strictement utérins.
Cependant, chez toutes ces chiennes, aucun agent infectieux n'est mis en évidence :
le réle de bactéries pathogénes dans ces processus, qui étaient a |’origine suspectées,

serait peut-étre surestime.

La procédure, bien que chirurgicale, est aisée a rédiser et offre la possbilité
d’analyser I'intégralité des différentes couches de I'utérus, de sa muqueuse interne,

I’ endomeétre et ses couches glandulaires et musculaires.
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Malgré le coté invasif de cet examen, le destiner a des chiennes restées plusieurs fois
vides se judtifie, car il permet détablir un diagnostic clair et dorienter les

démarches pour proposer un traitement.

3)-La préparation du tissu pour |I’examen histologigue

Le protocole classiquement utilise pour la préparation du tissu biopsié est
équivalent en médecine humaine (Cicinelli e al, 2005 e en médecine
vétérinaire. Le spécimen  est délicatement retiré des mors de I'instrument de

biopsie avec une aiguille

hypodermique stérile (Doig et Kenney, 1986). |l est fixé dans une solution de
formol a 10%. Apreés 2 a 24h dans la solution, avec un ratio de 1 pour 10 entre le
spécimen et le volume de fixateur, [|'échantillon est transporté jusqu au
laboratoire. Les prélevements sont ensuite inclus dans de la paraffine et des
coupes de 4-6 pum d'épaisseur (Chaffaux et al, 1987 ; Bonnet et al, 1991 ;
Chapwanya et al, 2010). Les lames sont colorées avec de |"hémalun-éosine
(Chaffaux et al, 1987 ; Chapwanya e al, 2010 ; Mir e al, 2013).
Un protocole plus complexe a été proposé par (Christensen et al 2012). Chague
tissu et placé dans une solution de paraformaldéhyde a 4% pendant 24h et
ensuite dans une solution de PBS (Phosphate Buffered Saline) pendant 24h.

Chaque échantillon est par la suite passé dans des bains a 30%, 50% puis 70%
d’ éthanol sur 24 heures avant l'incluson en bloc de paraffine, coloré avec de
I’hématoxyline de Shandon (colorant nucléaire) puis avec du substitut d'eau du
robinet de Scott (réactif de « blevissement » de la chromatine et des
membranes nucléaires, qui diminue les pertes dadhérence entre la coupe et

les lames en verre).

Une quarantaine de colorants sont également utilises dans les laboratoires pour
mettre en évidence des molécules/structures particulieres. Certains soulignent la
matrice extracellulaire (trichrome de Masson), le noyau (acide périodique de Schiff),
les mastocytes (Giemsa) et d'autres permettent I'identification d’ agents
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infectieux. De par leur colt éevé leur emploi est limité. Par exemple, dans une
étude (d’Overbeck et al 2013), le naphtol-AS-Dchloracétate-estérase (CIAE) éait

utilisé pour colorer les neutrophiles en rouges.

Une autre méhode de marquage est I'immunohistochimie. Les limites de ce
procédé sont son colt e le manque de consensus scientifique pour déterminer
les réactions non spécifiques (éviter les faux positifs) . |1l serait intéressant de

définir quelle protéine cibler afin d’améliorer lalecture ou d affiner le pronostic

4)- L es complications les plus fréquentes dela biopsie

e risque de dégénérescence maligne. Clest-adire quil y a transformation d'une
lésion beénigne chronique encancer. Il est causé a la suite du traumatisme
représenté par l'acte lui-méme. Il y a égaement un risque daggravation dun
processus malin évolutif. Certainestumeurs, notamment les tumeurs vasculaires
sont susceptibles de voir leur potentiel évolutif augmenté. Car lors de la biopsie,
on provoque une effraction vasculaire et donc un risque de dissémination des
cellules cancéreuses. Lorsgue la lésion est franchement maligne, ou que sa
nature, sa taille ou sa localisation posent probleme, la biopsie peut donc étre
contre-indiquée pour des raisons de faisabilité ou de compétence. Il devient alors
préférable d'adresser |e patient a des praticiens plus spécialises;;

e risqgue hémorragique grave. En effet, un traumatisme des vaisseaux sanguins non
visuaise peut entrainer une hémorragielors de l'introduction dutrocart. La
lésion d'un organe de voisinage est également possible, mais reste tout de méme
plutét rare ;

e désorganisation tissulaire de natureinflammatoire. Cette désorganisation est
susceptible de désorienter ou de géner I'appréciation de la thérapeutique par le
praticien aqui le patient sera confié.

De nos jours la biopsie est radio-guidée, c'est-a-dire guidée gréace a laradiographie.

De plus, ele est effectuée par des opérateurs qui Saverent étre de plus en plus

expérimentés.
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Bilan :

La biopsie est une technique invasive qui requiert un eéquipement special et

d’un laboratoire. L’ examen des résultats sont disponibles avec un certain décalage

dans le temps (transport, analyse, transmission des résultats), autour d'une a
deux semaines. Ains sa pertinence pratique est souvent réduite a des cas
particuliers (Overbeck et al, 2011).
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[ L’analyse histologique de la biopsie utérine dans la recherche

d’endométrite

1)-L’intérét del’ histologie chez toutes les especes

Chez la vache, I'examen de [|'utérus apres vélage se fait
traditionnellement  par palpation transrectale et/ou par  examen des sSécrétions
vaginades. Ces techniques sont d'une valeur diagnostique limitée pour le
diagnostic de I'inflammation génitale : la papation transrectale est une
technique subjective et |'échographie surestime le nombre danimaux malades
(Barlund e al, 2008 ; Deguillaume et al, 2009). L’objectif de [|'examen
histologigue et de mettre en évidence une inflammation  génitale
(endométrite/cervicite) qui sera délétére pour les performances de reproduction
ultérieures. D’autre part, les causes davortement ne sont identifiées que dans

environ 30% des cas.

La connaissance des modifications microscopiques pathol ogiques de
I’endometre pourrait ainsi  contribuer au diagnostic étiologique (Kenney et Doaig,
1986).

Chez la chienne, cette technique peut étre utilisee dans I'identification
des stades précoces dhyperplasie kystique endométriale et dendométrite. Leur
diagnostic est intéressant car il permet d'identifier une cause d'infertilité e un
traitement possible .

Chez la jument, I'histologie a tout son inté&é dans le diagnostic des
juments dites « subfertiles » (repeat-breeder, mort embryonnaire précoce...),
dans [I'évaluation et la prédiction de la fertilité, dans le suivi de | efficacité
thérapeutique, lors d' une visite d'achat ou encore dans la déection des causes de
baisse de fertilité indétectables avec dautres techniques (Kenney et Doaig,
1986 ; Carleton, 1997). D’alleurs, les modifications dégénératives de
I’endomeétre  (endométriose, angiopathie, atrophie endométriale), qui perturbent

la fertilité des juments, ne peuvent étre évaluées que par le biais d un examen
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histologiqgue mené sur une biopsie endométriale (Overbeck et al, 2013).

De plus, d' aprés (Blanchard 2005), plus le diagnostic est réalisé précocement (dés

I’ apparition de troubles de la reproduction), moins le risque dapparition de
lésions irréversibles est éevé. Toutes les juments diagnostiquées non gravides
en automne devraient ans faire |'objet dun examen génital approfondi
comprenant une biopsie endométridle. Néanmoins, cette méthode prend toute sa
vaeur et son intéré lorsqu'elle est le résultat dune collaboration étroite et

suivie entre le clinicien spéciaisé en pathologie équine et
I"anatomopathologiste. En effet, il faut replacer les résultats de la biopsie dans
un contexte clinique et épidémiologique : 1'age, le passé de la reproductrice,

les tentatives thérapeutiques (Wyers et Rey, 1987). Cet examen étant bien
intégré en reproduction équine, une bonne interprétation des lésions endométriales
conduit a proposer les conduites thérapeutiques les plus adaptées a chaque
individu.

2)- L histologie physiologigue de I’endomeétre

a)-_M odifications au cours du cycle eestral :

Cette parttie sera illustrée avec une espéce non saisonnée (la vache) , &fin

d appréhender I” histologie de I’ endometre en ancestrus (figure 05).

Figure (05) : Lecyclecestra de lavache (reprology.com)
A : Lesdifférentes phases du cycle cestral

B : L’ ancestrus post-partum
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L'utérus de vache est le siege de remaniements histologiques tout au long du
cycle cestral : la progestérone prédomine en phase lutéale, et ce sont au contraire les
cestrogenes en phase folliculaire. L’'cestradiol stimule [I'épithéliaisation et la
vascularisation de I'endométre, améliore la  contractilité  utérine, amorce la
réceptivité sexuelle et stimule I'immunité de I'utérus. La progestérone, quant a
elle, favorise la différenciation des glandes endométridles et leur sécrétion, diminue
la production de mucus cervical, inhibe la contractilité utérine et au  contraire
inhibe la fonction immunitaire protectrice du tractus génital (Azawi, 2008).

En termes histologiques, I’endométre subit de fortes variations.  Pour
I’endometre, on constate une prolifération de I’épithélium superficiel en début de
phase progestative. Des éévations de la muqueuse  délimitent des invaginations
(cryptes endométriales) dans lesquelles les glandes débouchent en  groupe. Le
stroma, relativement mince au cours de l'ancestrus, augmente en épaisseur en
preestrus en atteignant son maximum dans |'cestrus et surtout dans le métcestrus
(Barone, 1978).

Les glandes endométridles subissent aussi des remaniements. Elles sont peu serrées
et a peine sinueuses (davantage flexueuses aux abords du myometre) pendant
I"ancestrus et le dicestrus.

Au cours du procestrus, elles salongent, se ramifient, deviennent flexueuses
et Séargissent. Leur épithdium sééve en hauteur, leurs cellules proliférent et
prennent  un caractere secrétoire manifeste. Cette évolution s accentue fortement
lors de I'cestrus et atteint son  maximum lors du méteestrus. Elles  redeviennent
peu flexueuses, plus courtes et plus éroites, |'épithdlium perd progressivement
ses caractéres sécrétoires et reprend un type columnaire bas en début de dicestrus
(Barone, 1978).

La vascularisation est aussi remaniée. Les vaisseaux sanguins et |lymphatiques
se multiplient fortement au moment de I'cestrus et du méteestrus. La congestion est s
importante que  certains  capillares se  rompent, entrainant de  petites
hémorragies qui se mélent aux secrétions glandulaires. La couche profonde de
I’endométre  devient cdémateuse et de multiples  vaisseaux sanguins
apparaissent dans le stratum compactum. Cest au début du dicestrus que la

vascularisation commence adiminuer (Barone, 1978).
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Quant aux vaisseaux lymphatiques, dilatés, ils forment des lacunes
lymphatiques localistes ou  diffuses. Lorsque ces lacunes grossissent et se
réunissent, des kystes endométriaux se forment (Kenney, 1978). Histologiquement,
ils devraient étre différenciés des cedemes (Kenney, 1978)

D’un point de vue cellulaire, les neutrophiles sont plus nombreux dans |’endométre
au cours de la phase folliculaire qu'en phase lutéde (Dhaliwal et al, 2001).
Hors cestrus, on trouve peu de lymphocytes dans |'épithdlium de la muqueuse
utérine.  La  présence déosinophiles dans |'endométre est certes plus fréquente
chez les vaches non cyclées mais nest pas systématique. L’infiltration
lymphocytaire y est plus importante que chez les vaches cyclées (Chaffaux et al,
1987).

Tableau(01) : Gradation du degré d’inflammation dans I’ endometre chez la vache
(Chapwanya et al, 2009)
N : neutrophiles, L : lymphocytes
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Tableau (02) : Evaluation des biopsies endométriales chez la vache

Tableau (03) : Classification des |ésions d’ endométrites chez la vache
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Tableau (04) : Gradation des endométrites selon Hartigan et a (1972)
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b)- M odifications associées a I’involution utérine chez la vache

b-1)- M odifications anatomiques

Elles se caractérisent essentiellement par une réduction de la taille de ['utérus,
conséquence des effets conjugués des contractions utérines, de la réduction de la
tallle des celules myométridles , de la vasoconstriction et la diminution du débit
sanguin vers l'utérus, de I'dimination des lochies et de la résorption de I'ccdéme
tissulaire.

Au lendemain du vélage, la corne gestante se présente comme un sac long dun
metre environ, d'un diametre de 40 cm et pesant entre 8 et 10 kgs. Son diamétre se
réduit de moitié en 5 jours, son poids en 7 jours et sa longueur en 15 jours (Gier et
Marion 1968) .

La régression plus rapide du poids par rapport aux dimensions sexpliquerait par la
diminution de la circulation sanguine de l'utérus sous l'effet des contractions utérines
particulierement importantes au cours des 48 voire 72 premiéres heures aprés le
vélage. Entre le 4éme et le 9éme jour post-partum, la diminution de la taille de
l'utérus est plutét lente. Elle se poursuit plus rapidement ensuite sous I'effet de
I'Bimination des lochies. Cette régression est habituellement considérée comme
terminée 25 a 40 jours environ apres le vélage. L'utérus pése a ce moment 900 gr
environ et le diamétre de la corne gestante est inférieur a 5 cm (Fosgate et al. 1962,
Morrow et al. 1966, Marion et al. 1968).

Le déla moyen de 30 jours peut étre pris en considération pour diagnostiquer un
retard d’involution utérine sur base de la présence au delade ce délai d’ une ou de

deux cornes de diamétre supérieur a5 cm.

Les changements au niveau de la corne non-gravide sont généralement moins
importants et son involution est plus rapide. L'involution du col utérin se produit
plus lentement que celle des cornes utérines et ne sera habituellement terminée
guentre le 40éme et le 50eme jour du post-partum. Un toucher vagina permet de
constater la fermeture du col en 24 a 48 heures. Aprés 2 a 3 jours, il devient difficile
d'effectuer une exploration utérine par cette voie. Cette observation est a prendre en
considération quand il Sagit de mettre en place un traitement intra-utérin tel que le

drainage de la cavité utérine.
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b-2)-modification histologique :

Elles comportent un double aspect : éimination des tissus et des liquides d'une part
(lochies), et processus de régénérescence tissulaire dautre part. On se souviendra
gue la majorité des composants de I'utérus sont résorbés aprés le vélage, les lochies
ne congtituant que la partie minoritaire. L’involution utérine et le retard d'involution

utérine chez lavache

b-2-a)- Elimination tissulaire et des lochies:

BN

Divers ééments participent a I'édimination des tissus et des liquides au cours de
Iinvolution utérine : l'infiltration leucocytaire responsable de la réaction
inflammatoire aigué puis chronique, la vasoconstriction et les contractions utérines.
Les deux premiers phénoménes entrainent une nécrose tissulare e donc
I'dimination des caroncules maternelles tandis que les contractions utérines
favorisent I'@dimination des lochies. Les lochies sont principalement éliminées dans

les 48 heures suivant le v@lage (1,5 litre environ).

Cette dimination est réduite a 0,5 litre une semaine plus tard et cesse pratiguement
a la fin de la deuxieme semaine. Elles sont rarement observées aprés le 20eme jour
post-partum et témoignent le cas échéant de la présence dune infection utérine.
Cette dimination des lochies contribue auss a la décontamination de la cavité
utérine. La plupart des primipares éiminent de faibles quantités de lochies (50 ml

environ), la quantité restante étant résorbée par I'utérus.

Chez les multipares, la quantité est plus importante et comprise entre 800 et 2000

ml.

Entre le 2éme et le 4éme jour post-partum, les lochies se présentent sous la forme
d’ écoulements jaunes-bruns a rouges. lls sont principalement constitués de liquides
placentaires, de sang, de débris tissulaires, de bactéries et de liquides provenant
dune exsudation endométriadle. Le sang provient des hémorragies capillaires aux
endroits de nécrose des caroncules. Vers le 10eme a 14éme jour aprés le vélage, les
écoulements prennent une coloration plus rougedire consequence de |’ augmentation
e sang reésultant des hémorragies capillares aux endroits de détachement

cotylédonnaire. Par la suite, les écoulements vulvaires deviennent plus muqueux
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2.2. I nfiltration leucocytaire:

L'activité phagocytaire intra-caronculaire augmente avant la parturition. Deux a trois
jours apres la parturition, la majorité des cryptes maternelles est envahie par de
nombreux leucocytes (neutrophiles, plasmocytes et Iymphocytes) qui avec la
vasoconstriction vont participer a la nécrose de la masse caronculaire. Ainsi, chez
les vaches normaes, le nombre de neutrophiles augmente au cours des 10 a 15
derniers jours de la gestation et diminue ensuite au cours des 7 premiers jours du
post-partum. Leur activité phagocytaire augmente avant la parturition, diminue
brusquement au moment du vélage puis augmente au cours des 14 premiers jours
suivant le vélage (Cai et al. AmJ.Vet.Res, 1994,55:934-943). Vers le 10éme jour
du postpartum, la couche nécrotiqgue est envahie par des macrophages et des
fibroblastes qui vont participer a la réorganisation tissulaire (Gier e Marion
Amer.J.Vet.Res, 1968, 29,1-23).

La dissolution et I'é@imination des masses caronculaires sont terminées vers le
12eme jour, laissant a nu la surface avec des vaisseaux sanguins souvrant dans la
lumiére utérine. La régression des caroncules est paralele a celle de I'utérus. Elles
ont une longueur, largeur et épaisseur respectivement égale a 45, 36, 13 et 13, 11 et
4 mm au 7eme et 2leme jour suivant le vélage. Les vaisseaux sanguins qui
irriguaient les caroncules shyalinisent et disparaissent entre le 10eme et le 30eme
jour apres le vélage. Entre le 14eme et le 21éme jour du post-partum, les leucocytes
continuent a migrer dans la lumiére utérine et participent ce faisant a la résorption
phagocytaire de la surface endométriale (Dolezel et al. Vet.Med., 1991, 36,257-264
; Rasbech Nord

Vet.Med,1950,2,655-704).

2.3. Vasoconstriction :

Des le premier jour du post-partum, une importante vasoconstriction est observée au
niveau des petites e moyennes arteres dans et a la base du caroncule, jouant ce
faisant un réle important dans le processus de nécrose des caroncules qui Sacheve
vers le 5éme jour du post-partum. Vers le 12éme voire 15éme jour du postpartum,

les artérioles de la couche superficielle de I'endométre sont éliminées par
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hyalinisation.

Par contre, le lit vasculare a la base de chague caroncule se maintient pendant

plusieurs semaines.

2.4. Contractions utérines:

Au cours des 48 voire 72 premieres heures du post-partum, l'utérus présente des
contractions intenses toutes les 3 a 4 minutes. Elles contribuent a donner a l'utérus
un aspect plissé en tble ondulée aisement identifiable par papation manuelle. Ces
contractions  saccompagnent dune réduction de la longueur des cellules
myométriales qui passent de 750 microns a 400 microns le premier jour a 200
microns le second jour. Les contractions contribuent a I'@imination des lochies
présentes dans les deux cornes utérines dautant que le col utérin demeure reléché
pendant environ 36 heures. La redistribution du sang vers la mamelle favorise
également une diminution du débit du sang au niveau de l'utérus. Entre le 2 eme et le
4éme jour du post-partum, les contractions utérines deviennent moins intenses mais
plus fréguentes. Entre le 4 eme et le 9éme jour post-partum, les contractions utérines
deviennent tout a fait irrégulieres. Entre le 10eme et le 15eme jour, le tonus utérin
saccroit sous l'effet notamment de la réapparition d'une croissance folliculaire. Cette
augmentation de tonicité favorise Il'expulsion du reste des lochies par le col a

nouveau partiellement dilaté.
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[I1 Corrélation entre les lésions histologiques e les paramétres de

r epr oduction

3-a)-Chez la vache

Les auteurs sont de facon générale d'accord (sans pour autant étre unanimes) sur le
fait que les endométrites au sens large ont un effet délétere sur la fertilité des vaches
. Une augmentation de I'intervalle vélage-vélage, une réduction du taux de réussite
en premiere |IA , une augmentation du nombre dinséminations par 1A fécondante,

du taux de réforme font parties de ces paramétres de reproduction altérés.

3-a-1)-Leslésions histologiques caractéristiques d’infertilité

Chez la vache, la gravité des modifications endométriales liées a I'inflammation est
corrélée avec les performances de reproduction (Doig, 1980). Le temps qu'une
vache reste infertile est corrélée a la sévé&ité et de la durée de I'inflammation
D’apres( Hartigan et al 1972), I'infiltration cellulaire de I|’endométre peut étre
reliée a I'infertilité des vaches a condition de fixer un seuil pathologique. En effet,
des endométrites dites modérées ou discrétes ne sont pas forcément synonymes de
stérilité (Hartigan et al, 1972), car eles peuvent ére liées a la phase du cycle
oestral (présence de neutrophiles) et al’ ége de lafemelle.

Des portions restreintes d endometre infiltrées par les cellules ont peu deffet sur la
fertilité aors qu'une infiltration celulaire diffuse fait diminuer les chances de
fécondation (De Bois e Manspeaker, 1986). En effet, s des lésions modérées
d’endométrite sont compatibles avec une gestation, par contre une importante
densité en foyers inflammatoires réduit le taux de conception (De Bois, 1961 ; cité
par Dawson, 1963).

( Eduvie et al 1984) ont montré que les biopsies utérines présentant des nodules
lymphoides augmentent avec le nombre de jours post-partum. L’infiltration
lymphocytaire de I’endométre, I'atteinte de I'épithélium luminal, un degré de fibrose
périglandulaire important sont significativement

plus marquées chez les animaux dont le déla de guérison est ensuite long (>120

jours) (Chaffaux et al, 1987). Les signes chroniques d’ inflammation, telles que
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ladilatation des glandes endométriales, |a fibrose périglandulaire font augmenter le

nombre dinséminations artificielles nécessaires pour obtenir une insémination
fécondante (Bois et Manspeaker, 1986).

Quant a la fibrose péri-glandulaire, elle peut interférer avec la fonction de la glande
jusqu'a I'atteinte du soutien glandulaire pour le conceptus en début de gestation,
causant ainsi une mort embryonnaire précoce (Bretzlaff, 1987 ; Azawi, 2008). Elle
signe une veritable dégénérescence du tissu endométrial, a I'origine dinfertilité
(Chaffaux et al, 1987).

D’aprées( Kubar et Jalakas 2002), la dégénérescence kystique des glandes utérines
doit étre maeure pour affecter la reproduction ; réciproquement, |’ éargissement
kystique des glandes utérines ne signifie pas que la vache soit stérile. Il n'y aurait
donc pas de relation entre la présence de glandes kystiques et les performances de
reproduction (Kubar et Jalakas, 2002).

Il ne semble pasy avoir de corrélation entre la présence ou la gravité des|ésions

histologiqgues et I'isolement d'une ou plusieurs espéces bactériennes spécifiques
(Messier et al, 1984). Des éudes précedentes (Griffin et al, 1974 ; Luginbuhl et
al, 1981 ; cités par Messier et al, 1984) avaient montré que l'isolement de T.
pyogenes n'était corrélé avec la présence de lésions graves de |'endométre que
lorsqgue d'autres espéces bactériennes étaient isolées simultanément. De méme,
aucune corrélation ne pouvait étre éablie entre le nombre de bactéries par gramme
detissu utérin et lagravité deslésions (Messier et al, 1984).

Au fina, les criteres d'intéré& pronostique pour la fertilité ultérieure chez la vache
sont I'inflammation, la fibrose péri-glandulaire, et la dégénérescence kystique de

nombreuses glandes.

3-a-2) Prévision des animaux infertiles en fonction deleur |ésion histologigue:

(Gonzalez et al 1985) avaient défini 4 catégories d'utérus (selon la réaction
inflammatoire, la fibrose et I'aspect des glandes) : la catégorie 1 comprenait les
endométres normaux avec une gradation croissante jusqu'a la catégorie 4
correspondant aux endométres présentant les lésions les plus graves. Trente-trois

pourcents des vaches de la catégorie 1, 56,5% des vaches de la catégorie 2, 73,5%
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des vaches de la catégorie 3 et 91,3% de celles en catégorie 4 présentent des troubles
de lareproduction (avortement, repeat-breeding, mortinatalité, intervalle vélage-

insémination artificielle fécondante augmenté).

Dans I'éude de (Chaffaux et al 1987), on se rend compte toutefois que tous les
animaux avec des lésions séveres d'endométrites ne sont pas pour autant infertiles
(8,7%). En bilan, méme s 85% des animaux fertiles ne présentent ni lésions graves
d’endométrite ni fibrose périglandulaire (Chaffaux et al, 1987), la gestation reste
néanmoins possible en cas dendométrite l1égére a modérée. Et réciproquement, une
étude de( Messier et al 1984) a montré que dans toutes les classes histologiques
d’ endométre il existe toujours quel ques animaux infertiles. Mais une

endométrite initidlement peu grave peut devenir persistante et adtérer la fertilité
(LeBlanc et al, 2002), autrement dit c'est la chronicité d'une lésion mineure qui
peut ére al’ origine d'infertilité.
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4)-_L’examen histologigue dans le diagnostic _d’endométrite chez la

vache

Le diagnostic des endométrites dans les troupeaux a éé géné par un mangue de
définition de la maadie (Gilbert et al, 2005 ; Sheldon et al, 2006). Récemment, les
endométrites ont été subdivisees en formes clinique et subclinique (Sheldon et al,
2009). Les endométrites cliniques sont associées a un écoulement vaginal purulent
au-dela de 21 jours postpartum aors que les endométrites subcliniques sont définies
par une inflammation de [|’endométre sans signes cliniques apparents. Elles se
caractérisent a |I’examen cytologique, par un taux de neutrophiles entre 55% et 10%
dans des échantillons obtenus par lavage utérin ou avec une cytobrosse autour de 5
semaines post-partum  (sans signe clinique). Ces vaches ne présentent pas
d écoulement vaginad mais I'inflammation utérine est associée a une atération des
performances de reproduction (Sheldon et al, 2009). Néanmoins, en 2010, Dubuc
et al ont remis en cause cette distinction des endométrites en endométrite clinique et
cytologique.

En effet, ils ont mis en évidence que sur un méme lot de vaches la cytologie (au
seuil de 6% de neutrophiles) a détecté 13,5% d endométrite, |'examen clinique
(écoulement vaginal purulent ou muco-purulent) en a déecté 9,4% et les deux
examens simultanés 5,8%. Ceci suggere qu'il y a trois types d endométrites
différents : celles avec un écoulement vagina purulent (EVP), celles avec une
cytologie utérine montrant plus de 6% de neutrophiles et celles présentant a la fois

un écoulement vaginal purulent et une cytologie utérine positive (figure 06).

EVP : Ecoulement vaginal purulent
Figure 06 : Les différentes formes d’ endomeétrites selon (Dubuc et al 2010)
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L’examen histologique de I’endométre fournit de nombreux détails sur
I'inflammation endométriale, des détails précis sur les lésions, et permet une
évaluation des différents ééments tissulaires. Cet examen a une sensibilité de 44%
et une gpécificité de 92 % pour diagnostiquer les endométrites subcliniques en
utilisant |I’examen cytologique comme référence (Meira et al, 2012). Il Sagit donc
d’ une méthode diagnostique tres spécifique mais peu sensible.

Dga en (1956, Skjerven) suggérait, que les « posshilités d'une biopsie
endométrille » devraient ére envisagées dfin  d'améliorer le diagnostic de
I"infertilité bovine

(Bonnet et al, 1991a)

. D’apres certains auteurs, la biopsie utérine est effectivement une solution clé pour
identifier la nature du probleme d'infertilité (Bretzlaff, 1987), dont les endométrites
(Gilbert et al, 2005).

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

En pratique, lorsque la clinique, la papation transrectale et I’examen vagina
convergent de fagon évidente vers une endométrite, la biopsie uté&rine n'est pas
nécessaire (Bois et Manspeaker, 1986). Bien qu'elle ne soit pas justifiée dans la
pratique quotidienneelle peut étre extrémement utile lors de repeat-breeding (vaches
infertiles a chaleurs normales). De plus, chez les vaches de haute vaeur, le recours a
la biopsie utérine permet une évauation compléte du tractus génita (DeBois et
Manspeaker, 1986).

Quant aux endométrites subcliniques, les examens diagnostiques de routine comme
I’examen au vaginoscope ne permettent pas de les identifier. Or, elles atérent
Jinsidieusement, les performances de reproduction. On peut donc considérer des
vaches comme saines avec les examens de routine, alors que simplement elles ne
manifestent pas de signes cliniques (endométrite subclinique).

D’aprés (Sheldon et al2009), 37-74% des animaux sont toucheés par cette affection.
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Elles représenteraient plus de 40% des vaches déclarées saines (Deguillaume,
2010). Certes, la cytologie a prouvé son efficacité pour déceler ce type
d endométrite, mais la biopsie utérine a peut-étre son role a jouer auss s on parvient
a montrer qu'elle est plus prédictive des performances de reproduction ultérieures
gue nel’est la cytologie.

Le recours a la biopsie utérine chez la vache a sans doute été limité par le
guestionnement quant a son innocuité. Certaines éudes affirment que la biopsie
utérine perturbe la fertilité (Zaayer et Van der Horst, 1974 ; Miller et al, 1980)
et/ou induit des affections utérines.

(Zaayer et Van der Horst 1974) montraient que deux biopsies séparées dans le
temps et réaisée chacune sur une corne différente étaient déléteres pour une vache.
En effet, en se basant sur les observations des éleveurs (chez qui ces chercheurs
avaient pratiqué les biopsies utérines), un retard et une diminution d expression des
chaleurs étaient constatés.

Sur huit vaches dites « fertiles », quatre n'ont pas exprimé de chaleurs et trois sont
revenues en chaleur plus tardivement.

Dans I'étude de ( Miller et al 1980), les vaches ayant été biopsiées entre 21 et 35
jours post-partum ont un taux de réussite a la premiére insemination |égerement
réduit, sans pour autant que cette démonstration soit trés scientifique. En effet, sur
les 207 vaches biopsiées sur les 2691 vaches de |'étude, le taux de réussite en
premiere insémination est denviron 30%, comparé a celui de la population totale
qui est de 43%.

Cependant, les vaches biopsiées provenaient du groupe de vaches ayant une
endométrite modérée (cornes utérines de 3-4 cm, 05 a 1 cm de différence de
diamétre entre les deux cornes, parfois écoulement utérin léger a modéré), alors que
la population totale était congtituée a la fois de vaches avec des utérus normaux
(1140 vaches), avec des endométrites modérées (550 vaches) et des endométrites
severes (111 vaches).
D’autres auteurs comme (DeBois e Manspeaker 1986), (Sheldon et al 2006),

(Chapwanya et al 2010) défendent eux I’innocuité de cette technique. Ces derniers
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ont éudié les conséquences des biopsies utérines réalisées sur 13 vaches a 15, 30, 60
jours post-partum.

Pour ce faire, un examen clinique (examen externe, température, couleur des
muqueuses, fréquence respiratoire, fréguence cardiague) a été réadisé sur chague
vache a 1, 6, 24 et 48heures post-biopsie en se concentrant particulierement sur les
écoulements vulvaires anormaux et sur les signes d'inconfort. Les vaches éaient par
la suite synchronisées et inséminées. Un diagnostic de gestation était mis en place 27
jours apres I’insémination.
Le taux de gestation n'éait pas perturbé, et aucun effet dééére sur la santé, la
cyclicité ou la fertilité nont été détectés. Par ailleurs, la cicatrisation est rapide, les
hémorragies et autres lésions se résorbent facilement. En 2014, I'équipe de Bindlli
(Puglies et al, 2014) révéle dans leur étude, dans laquelle é&é évalué I'impact de la
biopsie utérine la semaine aprés I'insémination artificielle sur le taux de gestation et
le maintien dune gestation, quaucun marqueur dinfection ou daffection utérine
n’ était observeé postérieurement alabiopsie.

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

La préparation et la lecture microscopique des échantillons ne permettent pas
d obtenir une réponse « au chevet » de la femelle, dautant plus qu'il faut des
compétences d'un  anatomopathologiste  pour  I'interprétation des  lésions
histologiqgues. Des méhodes moins invasives pour évaluer |'inflammation
endométriale incluent la cytologie avec recueil de I'échantillon par cytobrosse ou par
lavage utérin, considérée comme la technique de référence et est devenue le standard

auquel les autres technigues sont comparées (Kasimanickam et al, 2004 );(
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Deguillaume et Chastant, 2009) ; (Sheldon et al, 2009) ;( Deguillaume et
Chastant, 2012).

Au-dela du diagnostic, I'analyse des biopsies par PCR ou RT-PCR offre un potentiel
sans précédent pour comprendre les mécanismes moléculaires régulant la réponse
immunitaire du post-partum, les profils cellulaires et moléculaires en réponse aux
modifications tissulaires et/ou aux affections post-partum. La biopsie pourrait donc
faciliter la découverte de nouveaux marqueurs ou de cibles thérapeutiques
nécessaires pour soigner des maadies utérines qui contribuent a la réduction de la
fertilité (Chapwanya et al, 2010).

De méme, afin de comprendre les mécanismes géenétiques et physiologiques de
I'implantation embryonnaire et donc de la réceptivité de |’endomeétre utérin a une
gestation,( Pugliesi et al 2014) ont montré que la biopsie utérine pouvait étre un
outil intéressant sans nuire a la fertilité bovine. En effet, elle est compatible avec le
maintien de la gestation mais elle réduit néanmoins les taux de gestation de 35%

Plus récemment, des é&udes en meédecine humaine ont mis en évidence | effet
bénéfigue d’'une lésion induite par une biopsie sur I’endometre avant la stimulation
ovarienne au cours du cycle ovarien, sur la gestation. En effet, chez les femmes
connaissant des échecs d'implantation embryonnaire recidivants, elles ont 71% de
chance détre enceintes apres une lésion endométridle causee par une biopsie
(Potdar et al, 2012). D'un point de vue mécanisme physiologique, la réceptivité
endométrille est une des clés régulant [I'implantation du blastocyste dans
I’endométre et il a été montré qu'une atteinte de I’endométre modifie I'expression de
genes améiorant ainsi la sécrétion de facteurs de croissance et donc une meilleure

implantation de I’ embryon (Kalma et al, 2009).
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L'usage de la cytologie endomériale fournit au médecin véérinaire un
procédé intéressant afin de caractériser et quantifier la réaction inflammatoire
a lintérieur de 'utérus. , le prédévement vaginad est sans intérét  en
médecine vétérinaire car la mise en évidence de celules inflammatoires
a cet endroit ne permet pas au praticien de distinguer une vaginite dune

endométrite.

Chez la vache et chez la chienne, il commence a ére utilise pour la
détection des endométrites sub-cliniques. La cytologie cervicale, pourtant
beaucoup plus facile a mettre en ceuvre chez la vache et chez la chienne,

demande quant a elle encore a étre validée.

(Sdlon COUTO e HUGHES 1984), cet examen n'a aucun intérét chez
la jument car, outre que le prélévement utérin ne pose pas plus de
difficultés que le prélevement cervical, cervicite et endométrite sont deux
entités  distinctes, la cervicite néant guune consequence  dune

endométrite d§jainstallée.
1)-PRINCIPE

La cytologie endométrille demeure un indicateur de [’inflammation plus
sensible que la biopsie endométrial. Les neutrophiles constituent la premiére
ligne de défense contre ces agents pathogénes. La population de
polymorphonucléaires (PMN) au niveau de [’endométre utérin augmente
donc lors de la présence dinfection. La cytologie endométriale nous permet

de quantifier cette réaction.

Du point de vue diagnostique, I'infection utérine est présente lorsqu’il y a
une contamination de ['utérus par un agent bactérien pathogéene.
L’inflammation endométriale est la réponse immunitaire a une infection
utérine. L’infection utérine est identifiée lors de bactériologie aérobiques et
anagrobiques du milieu utérin, tandis que [I'inflammation endométriale est
actuellement diagnostiquée a I'aide de la cytologie endométriale. La
combinaison de I’examen cytologique avec un examen bactériologique du

milieu utérin aide a mieux préciser la condition de I’ environnement utérin.
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Chez I'espéce équine, la combinaison de ces deux examens est courante afin
d'identifier plus précisement les cas dendométrites. Le prélevement des
échantillons, la rédisation des lames cytologiques et [I'interprétation des
résultats sont les trois étapes importantes. Un échantillon représentatif du

milieu utérin doit étre récolté

2)-LE MAIERIEL

a)-_Pour |la préparation del’animal

La région périnéde est savonnée avec de la povidone iodée sous forme
savon, ou bien la vulve simplement nettoyée a I'eau chaude puis séchée
avec du papier avant toute manipulation, le rectum est vidangé et la queue
protégée.

b)-Pour _la récolte des cellules

. Les méthodes connues pour le préléevement sont soit la cytobrosse ou le

lavage utérin.

b-1)-La méthode de préévement par cytobrosse

se décrit ains : la cytobrosse reliée a I'extrémité d'une tige d'acier inoxidable
(65 cm de longueur, 4 mm de diamétre externe) est introduite a I'intérieur
d’une autre tige en acier inoxydable protectrice (50 cm de longueur, 6 mm de
diameétre externe). Ces dernieres sont protégées par une chemise sanitaire.

Unefoislubrifié, le matériel est engagé dans le vagin préal ablement nettoye.

La manipulation des instruments a lintérieur du col est effectuée par
méthode transrectdle. A I'entrée du col utérin, la chemise sanitaire est
perforée et la cytobrosse protégée de la tige d'acier inoxydable sont avancées
dans le col utéin, par manipulation transrectale, pour se rendre au corps
utérin. Une fois dans I'utérus, la cytobrosse est avancée et une rotation dans
le sens horaire, 1 quart de tour est effectué afin de prélever du matériel
cellulaire provenant de I’endométre adjacent . Une fois le préévement
endométrial réalisé, la tige protectrice est laissée en place, et la cytobrosse est

retirée et appliquée sur une lame.
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Figure(07) Matériel d' utilisation de la cytobrosse (Deguillaume, 2007)

Figure (08) Cytobrosse et systéme de fixation au pistolet d’ insémination
(Deguillaume, 2007)

Un montage doit étre réaisé chez la vache pour adapter la cytobrosse
a la talle de son appareil geéenita (Figure 09) : le manche de la
cytobrosse doit étre coupé a une longueur adaptée (environ 3 cm) pour
étre ensuite inséré dans un pistolet d'insémination de 65 cm de long et de 4
mm de diamétre. Le tout est ensuite recouvert d'une gaine en acier
réutilisable, ou d'une gaine en plastique a usage unique, longue de 50 cm et
dun diametre de 5 mm (KASIMANICKAM e al., 2005 ;
DEGUILLAUME, 2007).
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Figur e (09) Montage d’ adaptation de |a cytobrosse chez la vache

b-2)-La méthode par lavage utérin

peu varier d'un praticien a l'autre (matériel utilisé, solution de lavage, temps
de lavage) . Cette méthode ressemble a celle de la récolte d’embryons. La
plupart du temps un cathéter utérin stérile est utilise pour entrer dans |’utérus.
Toutefois I'usage de paillette a infusion est envisageable. L’'usage de 20 ml
de saline stérile (0.9%) est commun.

Chez la vache, il est particuliérement recommandé de masser I'utérus

et de le ramener vers soi pour récupérer un maximum de liquide
(KASIMANICKAM et al., 2005). L’échantillon prélevé dans la seringue

d infusion est ensuite déplacé dans un tube stérile pour analyses ultérieures.

La rédlisation des lames de cytologie est présentée dans les (Figures 11). Si
la méthode de lavage utérin est utilisée, I'échantillon de liquide utérin doit
étre, au départ, centrifugé pour augmenter la population celulaire sur la

lame.

chez la jument en raison de son co(t : il Sagit d'un cathéter a I'extrémité

duquel se trouve un ballonnet préalablement dégonflé, le tout recouvert dune
gaine fermée par un capuchon. Le dispositif est introduit dans une corne, et le
capuchon de la gaine décroché afin de pouvoir sortir le cathéter. Le ballonnet
est gonflé dans la lumiére utérine de facon a circonscrire un volume utérin

situé al’ extrémité dela corne.

Page 47



Chapitrell : Cytologie endometriale

Ainsi, le liquide injecté par le cathéter ne peut pas fuir vers dautres

zones del’utérus. Il est ensuite réaspiré par le cathéter (BROOK, 1993).

Figure (10) :Utilisation d’ une sonde a ballonnet pour le lavage utérin chez la jument

Chez la chienne, la conformation du vagin et du col rendent difficiles la

réalisation d'un préléevement cytologique utérin. La cathétérisation du col
doit étre guidée par endoscopie : le cathéter est glisse dans le canal de
I’endoscopejusgu’a I'utérus. L’endoscope est laisse en place jusqu’a la fin du
lavage. Deux lavages utérins sont réalises successivement, par I'injection et
I'aspiration de 1 a 5 mL dune solution isotonique de NaCl stérile (WATTS
et al., 1998).
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Figures (11) Préparation des lames cytol ogiques

a) lllustration de I’ é&alement de |’ échantillon sur lalame de cytologie al’ aide de
I’ extrémité de la cytobrosse
b) . b) Démonstration du mouvement entre les deux lames de cytologie afin d’ étaler
la gouttelette de I échantillon de liquide provenant d’ un lavage utérin.

Quele que soit la méthode de prédévement des cdlules, les frottis obtenus
seront colorés au Giemsa. L’évaluation implique le comptage dun
minimum de 100 cellules aux grossissements 400 et 1000 a immersion
pour déterminer le pourcentage de polynucléaires neutrophiles. Un double

comptage peut étre réalisé.

Il est également possible destimer la quantité de leucocytes au moyen d une
bandelette urinaire (bandelette Multistix®) placée dans le liquide de drainage

récolté.

c)-Compar aison des deux techniqgues

Le lavage utéin présente comme principal inconvénient, notamment
chez la vache, le risque de recueillir trop peu de liquide, voire pasdu tout.
Méme s une faible quantité (2 MI) sdon ( GILBERT et al., 2004) est
nécessaire pour |'examen cytologique, le lavage utérin ne permet pas
toujours de I'obtenir. En effet, dansl7% des tentatives de prélévement par
cette technique chez la vache, aucun liquide n'a pu ére récupéré apres
injection (KASIMANICKAM et al., 2005).
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La quantité de liquide recueillie est corrélée négativement avec le
diametre de I’ utérus.

De plus, le taux de neutrophiles visibles sur la lame est inférieur a

celui obtenu s le prélevement est réalisé avec une cytobrosse

De plus, le lavage ne garantit pas d obtenir a chague nouvel anima prélevé,
pour une méme concentration cellulaire réelle, la méme concentration
cellulaire dans le liquide de lavage (WATTS et al.,, 1998) : on peut tres
bien imaginer que sur certain son récupére du liquide proche de celui qui a
été injecté, peu cdlulaire, adors que sur dautres, au cours de la

manipulation, davantage de cellules se mélent au liquide.

Cependant, selon ( BETSCH 1998), chez la Jument, le lavage utérin permet

toujours d obtenir une bonne cellularite.

II semblerait donc que le lavage utérin soit moins apte a rendre compte de la
concentration et de la composition cellulare de la lumiere utérine que le

prélévement par écouvillon.

De plus, selon( BARLUND et al. 2008), chez la vache, |la répétabilité de la
cytologie par écouvillon (cytobrosse en |'occurrence) est meilleure que celle
de la cytologie par lavage : en effet, la concordance entre plusieurs
cliniciens utilisant ces deux techniques est meilleure pour la cytologie par
écouvillon. Les sensibilités et spécificités obtenues pour ces deux techniques
au regard du taux de gestation sont similaires, et elles sont bien corrélées : le
choix dutilissr la cytobrosse plutdt que le lavage repose donc
uniqguement sur la répétabilité de la technique. Néanmoins, | apparence
moins nette des éléments cellulaires sur les lames issues de lavage, qui
peut expliquer une moins bonne répétabilité de la technique, est

potentiellement imputable dans cette éude a une centrifugation trop longue

Le lavage utérin permet cependant dévaluer une plus grande surface
utérine qu'avec un écouvillon (cytobrosse ou coton-tige), ou seule une
zone locaisée de la muqueuse est concernée. Toutefois, il semblerait
gque chez la jument, la magorité des atteintes utérines soient généralisées
(BETSCH, 1998).
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De plus, le prédéevement de liquide utérin apporte une information
visuelle prédictive du résultat de I'examen cytologique. En effet, chez la
jument, un liquide récupéré par lavage floconneux ou muqueux est associé a
une cytologie contenant plus de 2 neutrophiles par champ (critére
d’ inflammation modérée ou sévére selon les auteurs), tandis qu'un liquide
parfaitement clair est associé a une cytologie négative (LEBLANC et al.,
2007).

Le prélévement par écouvillon, quant a lui, provoque une déformation
des celules par déshydratation et écrasement (ROSZEL e FREEMAN,
1988). Cet artéfact n'est cependant pas génant s I'objectif est simplement
la détection de neutrophiles, et non [|’observation précise des cellules
(BROOK, 1993). Il est possible de limiter la déshydratation des cellules
prélevées en humidifiant [’écouvillon préalablement, ou en le roulant
sur une lame humidifiée apres avoir préevé (BROOK, 1993 ; BETSCH,
1998).

Quant a |'écrasement des cellules, il peut ére limité en n'appuyant pas trop
sur I’ écouvillon lors de laréalisation du frottis.

Enfin, le lavage utéin consomme plus de temps que |’ écouvillonnage,
notamment parce qu'une centrifugation est nécessare avant |'éaement
(BROOK, 1993). Il peut de plus créer une irritation (BROOK, 1993)
se manifestant par la présence de davantage d érythrocytes que lors
d'une cytologie par écowvillonnage (KASIMANICKAM et al., 2005).
Il ne semble pas y avoir dexplication dans la littérature a cette irritation
produite par le lavage. Ce denier comporte de plus le risque d'une
contamination utérine car le cathéter d'insémination utilise passe pa le
vagin  sans étre protégé avant détre introduit dans Un échantillon peu
cellulaire, c'est-a-dire qui contient peu de cellules, peut contenir une fable
quantité de cellules inflammatoires et ainss mal représenter |’ environnement
utérin. Les principaux €éléments a regarder sur la lame sont les cellules
épithéliales (Figurel2), neutrophiles (Figurel2) Iymphocytes, macrophages,
la présence de bactéries et des globules rouges. Parfois, on peut auss

retrouver des cellules vaginales (Figure 12). Ceci représente un indice de
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contamination cellulaire lors du préévement. Goutte de liquide du lavage
utérin a b 19 (Figure 12) : Exemple de cellules (endométriales; neutrophiles;
vaginaes) retrouvées lors de cytologies endométriales provenant d'un lavage
utérin chez la vache laitiére. Reproduction personnelle

celluleendométriales

Figure (12) exemple de cellules
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Figure (13 ) Examen cytologique d’ un frottis utérin obtenu par cytobrosse.

Frottis utérin avec inflammation, avec présence de polynucléaires neutrophiles ()

autour des cellules épithéliales ( ¢ ) (Deguillaume, 2007) .

La quantification du degré dinflammation endométridle est identifiée selon
un ratio : le compte de neutrophiles (polymorphonucléaires. PMN) versus le
compte de cellules totales (incluant majoritairement les cellules épithéliales)

La présence de lymphocytes, macrophages et/ou plasmocytes indique un
probleme chronique. Une fois le décompte des cellules terminé, la quaité
cellulaire doit étre interprétée. Des changements dégénératifs (modification
de la membrane cellulaire, hyper-segmentation du noyau, formation de
vacuole, inclusion de gouttelette, etc.) peuvent parfois étre présents et limiter
la capacité d'interprétation.

L’endométrite est défini comme une inflammation limitée de I’endométre
présent 21 jours apres la parturition et sans signe clinique systémique chez
I'animal  affecté. Cette derniere est diviste en deux catégories soit
I’endométrite  clinique et  sous-clinigue. L’endométrite  clinique est
diagnostiqguée lorsque des Noyau  Cytoplasme  Cytoplasme  Noyau
Cytoplasme Noyau 20 écoulements purulents ou mucopurulents sont
présents apres 21 et 26 jours post-partum respectivement. L’endométrite sous

clinique est diagnostiquée a I’aide de la cytologie endométriadle soit (> 18 %
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neutrophiles) entre 20 et 33 JEL et (>10 % neutrophiles) entre 34-47 JEL.
(Selon Gilbert), entre 40 et 60 jours post-partum, la présence de neutrophiles
dans I'utérus est considérée comme une endométrite sous clinique et
augmente le nombre de jours ouverts de 39 jours chez les vaches positives
par rapport aux négatives . Plus précisément, une éude démontre que la
présence d'une cytologie positive (> 18 % neutrophiles) entre 20 et 33 JEL et
(>10 % neutrophiles) entre 34-47 JEL est associée significativement a des
performances reproductives réduites de 41% (P = 0.001) e 44 % (P =

0.0004) respectivement, comparées aux vaches avec cytologie négative .

Les limites diagnostiques de la cytologie endométridle concernent la
méthode de récolte, de préparation et dinterprétation des lames. Concernant
la méthode de récolte, la technique de cytobrosse est plus facile, rapide, et
possiblement plus représentative de [|'inflammation réelle que le lavage
utérin . La présence de débris dans les spécimens cytologiques, de |'effet de
dilution et de la centrifugation de I'échantillon liquide sont des limites de la
techniqgue lors de lavages uté&ins. Le prédévement par cytobrosse évaue
uniquement I’endometre situé dans le corps utérin. Le lavage utérin peut
donner une meilleure image de I'utérus dans son ensemble. Le type de
micro-organismes retrouvés dans l'utérus et la durée de [I'infection
expliquent parfois la mauvaise association entre I'inflammation endométriale
et linterprétation dinflammation lors de cytologie . La conséguence
principale de ces limites diagnostiques est une sousestimation des cas
d’ inflammation rédle . Ains, la réalisation de tests complémentaires autres
gue la cytologie endométriale peut aider a identifier |I’endométrite chez la
vache laitiere. Entre autres, I'utilisation de la cytologie combinée avec
I’examen échographique (identification de liquide intra-utérin) est utile dans
le diagnostic d'endométrite sous clinique. Un résultat positif obtenu lors des
deux tests (cytologie endométriale positive et présence de liquide in utero),
entre 20 et 47 jours post-partum, est associé avec une diminution des chances
de gestation versus [I'identification d'un seul test positif . L’identification
d’ une cytologie positive (> 18 % neutrophiles) entre 20 et 33 JEL et (>10 %
neutrophiles) entre 34-47 JEL, plus I'identification de liquide intra-utérin
entre 20 e 47 JEL diminuent les chances de gestation de 60%
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comparativement aux vaches sans cytologie positive et sans liquide intra-
utérin (P < 0.01)

3)- Aspect d’une cytologie normale

a) Variationsdela cytologie en fonction dela partiedu tractus

génital prélevée

a-1)- Variations qualitatives

Les cellules épithéliaes utérines sont cylindriques, généralement non ciliées.

En cas de prédévement cervical, les cdlules épithéliades recueillies sont
sgquameuses s elles proviennent de [I'orifice extene e de la partie
caudale du col, cylindriques s €les proviennent du reste du col et de
I’ orifice interne (COUTO et HUGHES, 1984).

a-2)-Variations guantitatives

chez la vache, les pourcentages de granulocytes neutrophiles dans le mucus
cervicalet dans le liquide utérin ne sont pas significativement différents
(AHMADI et al., 2004 cités par AHMADI et al., 2006).

b)- Variation dela cytologie utérine au cours du cycle eestral

b-1)-Variations qualitatives

L’'influence de la phase du cycle cestra sur I'immunité génitde de la
vache a éé largement étudiée (Roth et al., 1983 ; Sheldon et al., 2006 ;
Lewis., 2003 ; Subandrio et al., 2000 , 1997,1992). La muqueuse du tractus
génital est dotée d'un systéme de défense non specifique et d'un systéme
immunitaire spécifigue humoral et cellulaire qui lui permettent de lutter
contre les infections. Mais I'immunité génitale subit I'influence de I’équilibre
endocrinien de I'organisme. Les hormones sexuelles influencent le systéme
de défense de I’ utérus, modifiant

la réponse aux agents agresseurs et l'intensité  des phénomenes
inflammatoires de lamuqueuse.

De nombreuses études montrent que |'utérus est résistant aux infections
durant la phase folliculaire, lorsque la progestéronémie est basale, alors
guil est sensible a I’'infection lorsque la progestéronémie augmente, en phase
lutéale. Les vaches recevant une infusion intra uté&ine  d Arcanobacterium.
pyogenes et d Escherichia coli durant la phase Iutéae (progestéronémie
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élevée) développent une infection utérine tandis que les vaches recevant la
méme infusion en phase folliculaire (progestéronémie basse) ne développent
pas dinfection (Lewis.,, 2003). Il en est de méme chez la brebis avec 100%
d’infection en phase lutéale et 0% d'infection en phase folliculaire (Seals et
al., 2003).

Malgré le concept généra de plus grande résistancea |’infection en phase
folliculaire, différentes études apportent des résultats contradictoires (Hawk
et al.,, 1960 ; Matsuda et al., 1983). Celles qui mettent en évidence une
augmentation de la migration leucocytaire lors de concentration élevée en
progestérone (Lander et al., 1990 ; Subandrio et al., 1992 ) expliquent la
plus grande susceptibilité de I'utérus aux infections en phase lutéale par une
diminution de [’activité phagocytaire des neutrophiles (Subandrio et al.,
1997).

Sdon ces auteurs, le recrutement des neutrophiles dans la lumiére
cervicae résulte dune chute de progestéronémie et | augmentation
del’cestradiolémie. L’influence du rapport E2/P4 reste a confirmer. Plusieurs
facteurs peuvent influencer la fonction de reproduction, tels que |I'état
corporel et le déficit énergétique, entrainant des troubles de la croissance
folliculaire (Driancourt ., 2001).

Chez la jument, les variations cytologiques utérines au cours du cycle ne
concernent que les cellules épithéliales, dont I'aspect change (KNUDSEN,
1964). Normalement, on n'observe des neutrophiles sur le frottis a aucun
moment du cycle, ou alors tres peu : 04% selon (AGUILAR et al.
2006). Les neutrophiles ne sont présents chez la jument saine que lors du
premier cestrus post-partum (KNUDSEN, 1964) et durant la semaine qui suit
lasaillieou

I'insémination (WINGFIELD DIGBY, 1978)

b-2)-Variations guantitatives

Chez la vache, le taux de neutrophiles dans le mucus cervica varie
significativement au cours du cycle, mais avec des intervales de confiance
assez larges (Tableau 05; AHMADI et al., 2000 cités par AHMADI €t al.,
2006).
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Stade du cvcle Pourcentage moyen de neutrophiles
(% = Intervalle de Confiance)

(Estrus 0.10£0.10

Metcestrus 17.60 £ 8 83

Dicestrus 0.50+0.30

Pro-cestrus 3.60+1.44

Tableau (05): Variation du taux de neutrophiles cervical au cours du cycle chez la

vache
(d’apres AHMADI et al., 2000)

chez la vache, [I'afflux leucocytaire est plus important en cestrus qu'en
dicestrus 4h apres la contamination, mais devient comparable 12h aprées
contamination (HAWK et al.(1964) cités par LANDER et al.(1990)).

¢) Variation dela cytologie génitale post-partum

Chez une vache ne présentant pas de signes cliniques d endométrite, le taux
de neutrophiles utérin  diminue progressivement dans les deux mois post-
partum. Ainsi, le taux de neutrophiles est d environ 14% entre 20 et 30
joursPP adors qu'il n'est plus que denviron 4% entre 34 e 47 jours PP
(KASIMANICKAM et al., 2005). Ces résultats sont en accord avec ceux de
I"’étude de ( GILBERT e al. 2004), dans laquelle la prévalence de
cytologie positive (seuil subjectif correspondant a 5% de neutrophiles) dans
une population de vaches apparemment en bonne santé est de 100% a 2
semainesPP, 89% a 4 semaines, 58% a 6 semaines, 41% a 8 semaines, avec

une inflammation de plus en plus sévere.

A l'inverse, d'apres (AHMADI e al. (2006), le taux de neutrophiles
cervical ne varie pas sgnificativement au cours du post-partum, les deux

intervalles comparés étant 25-30 jours et 55-60 jours PP.

chez la vache, la présence de neutrophiles est systématique post-partum, et le
taux de neutrophiles utérins diminue progressivement au cours des deux
premiers mois post-partum. Les variations de ce taux au cours du cycle cestral

demandent davantage d’ exploration.

Les cytologies issues de juments qui viennent de pouliner, plus de 7 a

10 jours PP, présentent encore une petite proportion de neutrophiles, un
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assez grand nombre d hématies et des macrophages (COUTO e HUGHES,
1984 ; BROOK, 1985).

c-1)-Interprétation quantitative

Chez la vache, dans une éude ou le prélévement cytologique é&ait le
lavage utérin, (GILBERT et al. (2004) ont utilis¢ un seuil de positivité
subjectif (présence de cdlules inflammatoires, surtout des neutrophiles,
occasionnellement des macrophages et peu de lymphocytes) qui n'a pas
empéché une bonne corrélation entre deux lecteurs différents. Ce seuil
subjectif semblait correspondre approximativement a 5% de neutrophiles.
(BARLUND et al. (2008) ont quant a eux choiss comme seuil de
positivité le plus petit taux de neutrophiles associé (p<0.05) a une
diminution du taux de gestation a 150 jours PP, a savoir 8%. La cytologie
était obtenue a partir d’ une cytobrosse.

Dans une autre éude (KASIMANICKAM et al.,, 2004), une courbe
ROC (“Receiver/Response Operating Characteristics’) a éé rédisée. La
courbe (Figure 14) comporte en ordonnée la senshilitée (Se) dune
technique et en abscisse |'opposé de sa spécificité (1-Sp). La spécificité
et la sensibilité ont éé caculées pour tous les taux de neutrophiles
trouvés a partir d'une cytologie par cytobrosse, avec comme critere de
référence la présence ou non dune gestation a 132 jours PP. Ce chiffre de
132 jours a éé chois car cest la valeur moyenne de l'intervale vélage-

fécondation dans le groupe éudié.

Le seuil de positivité correspond aors au point ou la senshilité et la
spécificité sont optimales. Pour les vaches testées entre 20 e 33 jours,
ce seuil est de 18%. Pour celles testées entre 34 et 47 jours, il est de 10%.
Ces résultats sont en accord avec les congtations de (KASIMANICKAM
et al. (2005) et( GILBERT et al. (2004) .

Il est logique que le taux de neutrophiles seuil diminue au cours du post-
partum puisque, dans cette espéce, le taux de neutrophiles chez une vache

saine en fait autant.
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Figure (14):Courbe ROC permettant d’ é&ablir le taux seuil de neutrophiles
entre 20 et 33 jours PP chez lavache.

(KASIMANICKAM et al., 2004)

4)- Concordance avec lafertilité

Dans |'espéce bovine, il est important que la technique diagnostique
employée soit bien associée a la fertilité car la diminution de celle-ci est la
seule manifestation de [I'endométrite subclinique. Plusieurs études sur
I'impact de I’endométrite sur la fertilité chez la vache ont été réalisees. Ains,
dans I'étude de (GILBERT et al. (2004), les vaches cytologiquement
positives entre 40 et 60 jours PP ont un taux de gestation a 300 jours PP
significativement plus faible que les vaches négatives (63 contre 89%). Dans
une étude similaire( KASIMANICKAM e al. (2004) ont également
montré une association entre une cytologie positive entre 20 et 33

jours PP d'une part, et entre 34 et 47 jours d autre part (les vaches ayant été
préevées deux fois a quinze jours d'intervale), et la diminutiondu taux de
gestation. (BARLUND et al. (2008), enfin, ont montré que les vaches
cytologiqguement positives ont 1,9 fois plus de risques d étre encore non

gravides 2150 jours PP.

D’autres criteres de fertilité que le taux de gestation sont également

influencés
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négativement par la positivité de la cytologie: le taux de réussite a la
premiére 1A est celui qui I'est de facon la plus marquée selon( GILBERT et
al. (2004) mais l'intervale vélage- lere 1A, le nombre dIA par
insémination  fécondante, I'intervalle  vélage-insémination fécondante, le
sont égadement (GILBERT et al.,, 2004 ; KASIMANICKAM et al.,
2004).

(BARLUND e al. (2008) sont en accord avec ces résultats, sauf
pourl’intervalle vélag(-}lére IA, pour lequel ils ne trouvent pas de
différence dignificative entre les vaches cytologiguement positives et les

vaches cytol ogiquement négative

Concernant la cytologie cervicale, (AHMADI e al. (2006) ont montre,
chez des vaches testées entre 25 et 30 jours puis 55 et 60 jours PP, qu'il n'y
a pas de différence significative du taux de neutrophiles entre celles qui
ont nécessité par la suite une seule IA pour étre fécondées et celles qui
en ont nécessitée 2 ou 3. Par contre, il existe une différence
significative parmi les vaches infertiles (celles ayant nécessité 2 ou 3 1A)
entre celles dont le taux de progestérone est inférieur a 1 ng/mL au moment
de I'examen (qui sont donc en phase folliculaire) et celle dont le taux de
progestérone est supérieur a 1 ng/mL au moment de I'examen (qui sont
donc en phase lutéde). Les frottis des vaches infertiles en phase
folliculaire présentent un taux de neutrophiles plus élevé que les frottis des
vaches infertiles en phase lutéale. Cette différence n'existe pas chez les
vaches fertiles (celles nayant nécessité qu'une seule 1A). Il pourrait donc y
avoir réactivation d'une inflammation chez les vaches infertiles en fonction

delaphase du cycle.

La validation de I'utilisation de la cytologie endométriale s appuie donc chez
la vache sur cing éudes ou il est montré que le résultat de la cytologie
endométrialle est associé aux performances de reproduction.Chez la jument,
deux études, dont une portant sur un grand nombre d'individus (plus de 2000
juments), montrentune association entre la cytologie et le taux de gestation.
Toutefois, I'utilisation des performances de reproduction comme “gold
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standard” dans la validation de la cytologie endométriale peut conduire
a des résultats faussement négatifs et faussement positifs.

Ainsi, en utilisant le diagnostic de gestation a 150 jours comme critere de
performance et un seuil de 8% de neutrophiles sur des examens cytologiques
effectués entre 28 et 41 jours PP,( BARLUND et al. (2008) attribuent a la
cytologie utérine a partir d'un lavage utérin une sensibilitt de 0.14 e une
spécificité de 0.84. Pour la cytologie utérine a partir d'une cytobrosse,
la sensibilité est de 0.13 et la spécificité de 0.90. Cela signifie que parmi les
vaches non gestantes a 150 jours PP, seules 14% sont positives a la cytologie
a partir d'un lavage utérin, et seules 13% sont positives a la cytologie utérine

apartir d’ une cytobrosse.

Parmi les vaches gestantes a 150 jours PP, 84% sont négatives a la cytologie
a partir d'un lavage utérin, et 90% sont négatives a la cytologie a partir d' une

cytobrosse.

Les auteurs expliquent cette faible senshilité par le fait que dautres
facteurs qu'une endométrite cytologique évidente peuvent influencer la
fertilité : chez la jument, la réussite de I'insémination dépend entre autres
de I'éalon, et chez la vache de nombreux autres facteurs peuvent étre a
I'origine de  mauvaises peaformances de  reproduction  (mauvaise
détection des chaleurs, anomalies de la cyclicité ovarienne, déficit

energétique, boiteries,...).

L’examen cytologique est donc peu prédictif de la fertilité, mais I'est bien de
I'infertilité. De méme, chez la vache, il serait utile d'interpréter les résultats
de la cytologie en fonction des variations du taux de neutrophiles au cours du
cycle et au cours de I'involution utérine, afin décarter les faux positifs.
De plus, la possbilitt dune résolution spontanée de I’endométrite peut
également conduire a des résultats faussement positifs. L’utilisation de la
fertilitt comme “gold standard” est donc critiquable (LEBLANC et al.,
2002 ; KASIMANICKAM et al., 2004)
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Conclusion

L'examen cytologique est plus facile que I'utilisation des biopsies. 1l est
considéré depuis quelques années chez la vache, comme technique de référence pour
I’évaluation du statut inflammatoire de | appareil génitale Toutefois, ¢'est une
technique fiable et rapide et non couteuse pour évaluer le statut physiologique.. alors
que la biopsie utérine nous oriente a |’évaluation de la fertilité dans la plupart des

especes.

Reste maintenant a déterminer lequel des deux examens (cytologique du col et du
corps versus histologique du corps) serait le meilleur témoin des performances de
reproduction ultérieurs ou plus exactement de I'intéré dun traitement de
I’endométrite pour I'améioration des performances de reproduction. Tout ceci sans
oublier que, le choix de la ou des techniques diagnostiques revient en premier lieu au
praticien : or al’heure actuelle, il s'avere difficile pour les vétérinaires de mettre en
ceuvre la cytologie, pourtant non invasive et peu couteuse mais nécessitant coloration,
temps de lecture et une seconde visite pour traiter les animaux malades identifiés.
Méme s I"histologie serévélait de meilleure valeur diagnostique, cet examen présente
plusieurs inconvénients en pratique : la plus grande difficulté du préévement qu’en
cytologie, le déla nettement supérieur pour I’obtention du résultat ains que la
nécessité d’ un envoi aun laboratoire extérieur et le colt.
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