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RESUME

La conduite alimentaire au début de lactation représente un élément clé de la réussite
de la reproduction de la vache laitiere. Toute erreur alimentaire durant cette période
cruciale engendre un bilan énergétiqgue négatif (BNE) sévere traduit par des troubles
métaboliques avec notamment des taux élevés d’acides gras non estérifies (AGNE) et
de B-hydroxybutyrate (BHB) et une perte importante de la note de I'état corporel
(NEC).

Justement, I'objectif du présent travail est d’étudier I'impact de I'alimentation de la
vache laitiere sur les performances de reproduction en ayant comme indicateurs de
I'état alimentaire la clinique de la vache, via la note de I'état corporel, et les altérations
biochimiques, via les taux des AGNE et du BHB. Notre approche consiste également
a considérer aussi bien I'impact sur les performances de reproduction de la vache que
les impacts sur la mobilité des spermatozoides. Les performances de reproduction de
la vache retenues sont : la réussite de la premiére insémination (TR-1IA) et la cyclicité
ovarienne (CO). Pour l'impact sur la mobilité spermatique nous avons adopté une
approche retenue dans la littérature, dans d’autres especes, et qui consiste a mettre
en contact in vitro des spermatozoides et du sérum de vaches ayant des états
corporels différents le jour de I'insémination. Comme premiéere étape de notre travail,
il nous a semblé important de commencer par une méta-analyse pour comprendre les
réelles valeurs prédictives de BHB et des AGNE, seuls ou en association, dans les
troubles de reproduction. La méta-analyse a concerné 37 différents modeles de 14
études ont été considérés pour étudier l'effet sur TR-1IA, CO, intervalle vélage-
insémination fécondante (IV-IF), les endométrites et la rétention placentaire (PR).
Dans une deuxieme étape des données hormonales et biochimiques de 50 vaches
Montbéliardes au post-partum, ayant des AGNE >0.7 mmol/l et un BHB >1.2 mmol/I,
sont considérées pour classer les vaches en 3 groupes ; a) vaches ayant
simultanément des taux élevés en AGNE et en BHB b) des vache ayant un taux élevé
uniqguement en AGNE et c¢) des vaches saines. Pour ces trois catégories de vaches,
différents parametres biochimiques, NEC, CO et TR-1IA sont mesurés. La derniére
partie de notre travail a consisté a étudier 'impact du sérum de vaches sur la mobilité
spermatique. 48 vaches Holstein et Montbéliarde sont incluses dans I'étude, des
dilutions dans de sérums de vaches de l'ordre de 1: 9 (V/V) sont réalisées et les

spermatozoides décongelés sont incubés dans ces solutions durant 5, 30 minutes et



3 heures avec analyse de la mobilité spermatique en utilisant un systeme CASA
(Computer Assisted Semen Analysis). Les sérums proviennent de vaches classées
en un état corporel supérieur ou inférieur a 3, des taux plasmatiques en AGNE

supérieur ou inférieur a 0.7 mmol/l, et un BHB supérieur ou inférieur a 1.2 mmol/I.

De I'ensemble de ce présent travalil, il ressort que des taux sériques élevés en AGNE
et en BHB au post-partum affectent le TR-1IA, la cyclicité ovarienne, augmentent le
risque d’apparition d’endométrites, de rétention placentaire. Il est apparu cependant,
gu’en utilisant le BHB comme indicateur prédictif, le TR-1IA augmente de 32% par
rapport aux AGNE. Les AGNE, par rapport au BHB, semblent ainsi étre des indicateurs
plus fiables des troubles de reproduction liés au niveau alimentaire des vaches. La
qualité du sperme a été egalement affectée par le statut alimentaire des vaches. En
effet, les différents parametres de motilité ont plus conservés dans les sérums de
vaches ayant une NEC élevée et détériorés dans les sérums ayant des concentrations
élevées en BHB et en AGNE. Ces résultats renforcent I'hypothése selon laquelle une
partie de la faible fécondité au post-partum des vaches laitiéres peut étre directement

liée a un effet négatif sur les spermatozoides une fois dans I'environnement femelle.

Mots clés : Alimentation, BHB, AGNE, vaches laitieres, performances de la

reproduction.



ABSTRACT

Feeding behavior at the beginning of lactation is a key element in the successful
reproduction of the dairy cow. Any dietary error during this crucial period generates a
severe negative energy balance (NEB) resulting in metabolic disorders including high
levels of non-esterified fatty acids (NEFA), B-hydroxybutyrate (BHB) and a significant
loss of Body Condition Score (BCS).

It just so, the objective of this work is to study the impact of dairy cow feeding on
reproductive performance by having as indicators of the cow's clinical status, via the
Body Condition Score and biochemical alterations, via the levels of NEFA and BHB.
Our approach also considers both the impact on the reproductive performance of the
cow and the impact on sperm motility. The reproductive performance of the selected
cow is: the success of the first insemination (TR-1Al), ovarian cyclicity (OC) and the
interval between calving and conception. For the impact on sperm mobility we have
taken an approach adopted in the literature, in other species, which consists in putting
spermatozoa and serum of cows with different body conditions into contact in vitro on
the day of the insemination. As a first step in our work, it seemed important to start with
a meta-analysis to understand the true predictive values of BHB and AGNE, alone or
in combination, in reproductive disorders. The meta-analysis involved 37 different
models from 14 papers were considered to study the effect on TR-1IA, CO, calving-
conception, endometritis and placental retention (PR).

In a second step, the hormonal and biochemical data of 50 post-partum Montbéliarde
cows, with NEFA> 0.7 mmol/l and a BHB> 1.2 mmol/l, are considered to classify cows
into 3 groups; a) cows with high levels of both NEFA and BHB at the same time b)
cows with high levels only in AGNE and c) healthy cows. For these three categories of
cows, different biochemical parameters, BCS, CO and TR-1IA are measured. The last
part of our work consisted of studying the impact of cow serum on sperm mobility. 48
Holstein and Montbeliarde cows are included in the study, dilutions in cow sera in the
order of 1: 9 (V / V) are performed and the thawed spermatozoa are incubated in these
solutions for 5, 30 minutes and 3 hours with sperm mobility analysis using a Computer
Assisted Semen Analysis (CASA) system. Sera are from cows classified as less than
or equal to 3 for BCS, plasma levels greater than or less than 0.7 mmol/l for NEFA and

BHB greater than or less than 1.2 mmol/l.



From all of this work, it appears that elevated serum levels of postpartum NEFA and
BHB affect TR-1Al, ovarian cyclicity, increase the risk of endometritis, and placental
retention. It has been found, however, that using BHB as a predictor, TR-1Al increased
by 32% over NEAF. The NEFA, compared to the BHB, thus seem to be more reliable
indicators of reproductive disorders related to the cows' dietary level. Sperm quality
was also affected by cows' dietary status.

Indeed, the different motility parameters were more conserved in sera of cows with
high BCS and deteriorated in sera with high concentrations of BHB and AGNE. These
results reinforce the hypothesis that some of the low postpartum fecundity of dairy
cows may be directly related to a negative effect on sperm once in the female

environment.

Keywords: Diet, BHB, NEFA, dairy cows, reproductive performance.
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INTRODUCTION GENERALE

La vache laitiere a connu un développement considérable des productions depuis le
début de la sélection génétique. Aux Etats-Unis, le rendement laitier de I'Holstein a
presque doublé depuis les années 60 pour atteindre plus de 11000 litres par lactation
[2]. Cependant, cette augmentation s’est accompagnée par un déclin de la fertilité
avec une augmentation de l'incidence de l'inactivité ovarienne post-partum [3, 4, 5, 6
], une diminution des taux de conception a la premiere insémination [7, 8, 9, 10], une
augmentation du nombre d'lA par conception [11] et une accentuation de la mortalité

embryonnaire précoce [12, 13] et tardive [14, 15].

Cette orientation biologique extrémement importante vers la production se traduit par
la priorisation énergétique vers la production au détriment de la reproduction. De plus,
la prise énergétigue au début de la lactation est largement réduite due aux
changements hormonaux et anatomiques liés a la gestation et a la parturition avec
comme conséquence un état de bilan énergétique négatif (BEN) et des répercutions
sur les performances de reproduction [16, 17, 18, 19, 20, 21, 8, 10, 26]. Dans la plupart
de ces travaux, les auteurs ont utilisé les acides gras non estérifiés (AGNE) et le -
hydroxybutyrate (BHB) comme indicateurs du bilan énergétique négatif ou d’une
cétose sub-clinique (CSC). En effet, I'élévation excessive des AGNE ou de BHB, peut
indiquer une mauvaise adaptation au BEN [27] tout en étant associée a des effets
négatifs sur la reprise de I'activité ovarienne [4, 26 ], de la production [28,29, 30] et de
I'état de santé [31, 32] de la vache. La plupart de ces études ont déterminé des seuils
d’AGNE et de BHB a I'échelle individuelle qui permettent aux producteurs d'identifier
les vaches a risque au cours de la période de transition. Bon nombre de ces études
ont utilisé des méthodes statistiques semblables et ont exprimé leurs résultats de la
méme maniére et qui ont été confrontés par Raboisson et ces collaborateurs [32] dans
une méta-analyse. Cependant, il reste aujourd’hui encore, difficile de distinguer
desquels, BHB ou sont le plus liés aux mauvaises performances de reproduction.
Seuls, McCarthy et al [33], ont signalé une faible corrélation entre les concentrations

des AGNE et du BHB, ce qui suggere que l'effet d’'un taux élevé des AGNE ne sera
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pas le méme que le BHB. Cependant, un nombre d’aspects sont élucidés concernant
'effet négatif des taux élevés en AGNE et en BHB sur la reproduction. Ainsi, des
auteurs ont rapportés l'effet des taux élevés de ces deux bio-marqueurs sur la
sécrétion hormonales au niveau central [34] , ovarien [35, 36], sur la qualité ovocytaire
et embryonnaire [37, 38, 39, 40, 41, 42].Toutefois, il n’existe, a notre connaissance,
aucune étude relative a une influence de ces métabolites et la note d’état corporel
(NEC), indicateurs de I'état alimentaire de la vache, sur la qualité des spermatozoides
une fois introduits dans l'utérus. Le trajet des spermatozoides jusqu’a I'ovocyte dans
le tractus génital femelle comprend un certain nombre d’étapes avec un processus
d’interaction entre le spermatozoide et le milieu intérieur pour optimiser la chance de
la conception. Les variations métaboliques, qui sont directement liées au statut
nutritionnel de la vache, influencent l'activité sécrétoire des cellules épithéliales
utérines localement et par voie générale. Les secrétions de ces dernieres peuvent
modifier le milieu utérin et impacter positivement ou négativement les spermatozoides.
Il reste ainsi admis que I'environnement utérin est directement affecté par la

composition du plasma sanguin.

Ainsi, les objectifs de la présente thése s’articulent autour de trois objectifs principaux :

1) réaliser un état des lieux de la littérature pour comprendre les relations des
AGNE et du BHB, seuls ou en association, avec les performances de
reproduction ;

2) évaluer les effets des taux élevés en AGNE et BHB, seuls ou en association,
sur la reprise de 'activité ovarienne et la réussite d'IA1 et leur association avec
la NEC et certaines métabolites ;

3) explorer 'hypothése selon laquelle une co-incubation des spermatozoides avec
du plasma sanguin de vaches ayant une NEC, des AGNE et du BHB différents

impactera la motilité spermatique.
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CHAPITRE 1
REVUE DE LA LITTERATURE

1.1. Introduction

Le péri-partum représente un moment-clé dans la vie de la vache laitiere. C’est une
période qui peut se définir comme allant de 3 ou 4 semaines avant a 3 ou 4 semaines
apres le vélage [43, 44]. Pendant cette période, la vache connait un changement
métabolique important en passant d’'un état de non lactation a celui de lactation d’ou
le nom de “période de transition”. Durant cette période, la vache est confrontée a une
soudaine augmentation de la demande énergétique pour répondre a un besoin
croissant de la mamelle. Cependant, la production laitiere augmente si rapidement,
gue l'apport alimentaire ne peut a lui seul répondre aux besoins énergétiques [16]. Cet
écart entre “I'offre et la demande” conduit a un bilan énergétique négatif (BEN) avec
une mobilisation plus ou moins importante des réserves adipeuses qui se traduit
biochimiquement par des concentrations élevées en AGNE et en BHB. Par ailleurs,
ces taux élevés en AGNE et en BHB sont en partie liés a la sélection génétique en
faveur de la production laitiere [46]. Néanmoins, ’hypothése selon laquelle un niveau
de production élevé seul conduit aux taux élevés de ces métabolites est difficilement
acceptable. lls dépendent également de I'environnement et de la nutrition de la vache
[47]. Il apparait cependant intéressant de mieux connaitre ces déséquilibres
métaboliques en les mettant en relation avec les performances de production, de
reproduction et I'incidence des maladies durant le péri-partum. Plusieurs études se
sont intéressées aux taux élevés des AGNE et du BHB en péri-partum et leurs
associations avec les performances de la vache laitiere [32, 45, 48]. L’objectif de cette
premiere partie est de passer en revue les mécanismes qui sont suggérés sur
'apparition, les seuils et les effets des AGNE et du BHB et leur impact sur les
performances de la vache au niveau hormonale, fonctionnelle et cellulaires au cours

du péri-partum.
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1.2. Processus d’adaptation biologique au bilan énergétigue néqatif

Les augmentations importantes des besoins énergétiques apres le vélage pour la
production laitiére représente un ‘challenge’ nutritionnel conséquent pour la vache [44].
Ceci est d’autant plus important que la vache est dans un état ou elle ne peut accroitre
sa capacité dingestion[43]. Dans ces situations, le concept de I'homéostasie
bioénergétique prend toute son importance, il implique l'ensemble des facteurs
endocriniens et neuroendocriniens [44] capables de répondre aux changements
physiologiques et environnementaux en influencant les fonctions métaboliques de
multiples tissus, y compris celles du tissu adipeux [49]. La vache doit ainsi détourner
des nutriments de diverses fonctions pour maintenir sa production [50] et adapter la
répartition des nutriments entre les différents systémes en fonction de leur importance
vitale.

Le tissu adipeux blanc est I'organe de stockage d’énergie le plus important de
I'organisme [51]; grace a un métabolisme adapté, il assure un ajustement permanent

des apports et des pertes de métabolites lipidiques nécessaires a I'organisme [52].

1.3. Sources et régulation

Dans certaines conditions de BEN excessif, le processus d’adaptation biologique de
la vache devient dépassé et la sollicitation des tissus adipeux blancs réduit la
robustesse des vaches laitieres [50]. La mobilisation massive de tissus adipeux blancs
est réalisée par une diminution considérable de la lipogenése associée a une lipolyse
accrue grace alaction de triglycéride-lipases. Ces enzymes décomposent les
triglycérides (TG) en AGNE et en glycérol [53, 54, 55]. La libération adipocytaire du
glycérol et des AGNE est principalement dépendante de deux lipases hormono-
sensibles (figure 1): TATGL (adipose triglyceride lipase) et la LHS (lipase hormono-
sensible) [56, 57, 58] dont l'activité est contrélée principalement par l'insuline et les
catécholamines [51, 55]. L’enzyme ABHDS5 active spécifiquement 'ATGL, en effet
cette enzyme se lie aux gouttelettes lipidiques en interférant avec la périlipine [59],
avec I'augmentation des niveaux d’AMPc intracellulaires, '’ABHD5 se dissocie de la

périlipine et interagit avec 'ATGL pour activer I'hydrolyse des TG [55, 60]. La
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sensibilité et la réponse aux catécholamines dans le tissu adipeux est augmentée par
'hormone de croissance (GH) [43, 61], mais diminuée par l'insuline [62, 63]. Les
corticoides semblent également jouer un rbéle important dans cette régulation [43, 64]
en agissant sur les peroxisome-proliferator-activated-y (PPRA y) et en inhibant la
lipoprotéine lipase (LPL) [65] (figure 1).

Chez les ruminants, I'absorption des acides gras hydrogénés dans l'intestin gréle
représente une autre source en AGNE [66]. Ces AGNE sont transportés par I'albumine
[67] et peuvent étre métabolisés par de nombreux tissus maternels et foetaux pour la
production d'énergie et la synthése des graisses [27, 68]. C’est ainsi que les AGNE
contribuent de facon significative a la synthése des graisses dans la glande mammaire
[69] et le reste est capté par le foie avec oxydation dans les mitochondries et le
peroxysome [48, 61]. Pour les AGNE a longues chaines (plus de 20 carbones), c’est
surtout le peroxysome qui prend en charge majoritairement ce type d’acides gras [43,
70, 71] dont il raccourcit la chaine carbonée a 18 carbones [71]. Ces acides gras sont
ensuite généralement pris en charge par la mitochondrie [43].

La B-oxydation mitochondriale et peroxysmique est contrélé par le PPRA-a
(peroxisome proliferator-activated receptor-a) [70] qui stimule [I'acetyl-CoA
carboxylasel (ACC1) pour produire le malonyl-CoA [72].

La B-oxydation des acides gras a lieu principalement dans la matrice mitochondriale
pour permettre la formation, a partir d’'un acide gras, d’'une molécule d’acétyl-CoA.
L’acide gras est tout d’abord converti en acyl-CoA grace a I'Acyl-CoA Synthetase
(ACS), lequel est ensuite transformé en acylcarnitine par la carnitine palmitoyl
Transférase | (CPT-1) afin d’étre transloqué dans le cytoplasme de la mitochondrie par
lintermédiaire de la Carnitine Acylcarnitine Translocase (CAT). L’acyl-carnitine est
ensuite reconverti en acyl-CoA par CPT-2 [72]. Dans la matrice mitochondriale, I'acyl-
CoA est séquentiellement dégradé en acétyl- CoA par des tours successifs de B-
oxydation [74]. Les acétyl-CoA formeés pourront alors étre complétement oxydés en
présence des substrats glucoformateurs pour la formation d’oxalo-acetate a partir de
pyruvate [46, 69] en facilitant son intégration dans le Cycle de Krebs [69, 74].
Cependant, si le cycle de Krebs est saturé ou les substrats glucoformateurs sont
insuffisantes [46], I'acétyl CoA est dérivé pour produire des corps cétoniques [27]. La
synthese des corps cétoniques, se produit donc dans la matrice mitochondriale et
commence par la condensation de [B-oxydation, dérivée de l'acétyl-coA, en acéto-

acétate (AcAc) par une participation séquentielle des enzymes mitochondriales 3-
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hydroxy- 3-méthylglutaryl-CoA synthase 2 (HGMCS2) et 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-
CoA lyase (HMGCL) [75]. Ensuite, cet acéto-acétate (AcAc) peut étre converti
spontanément en acétone, un autre corps ceétonique qui n'a pas de fonction
métabolique, ou en BHB par la BHB déshydrogénase 1 (BDH1) [76]. Contrairement a
I'acétyl-coA qui est exclusivement intracellulaire, les corps cétoniques, sous une forme
plus stable (BHB et AcAc), sont exportés dans la circulation sanguine pour leur
utilisation par des tissus extra-hépatiques [77]. L'utilisation des corps cétoniques par
les cellules est un processus normal du métabolisme de la vache laitiere, cependant
la capacité individuelle d’adaptation aux corps cétoniques peut varier d’'une vache a
l'autre [28].

Au début de la lactation, a mesure que le BEN augmente, les AGNE sont libérés de la
réserve corporelle en grande quantité avec une augmentation importante des niveaux
sériques [80]. Cette augmentation peut dépasser la capacité d’'oxydation du foie [69].
De méme, est observée une diminution des substrats glucoformateurs [46] tel que le
glucose di a la fois a une diminution de la sécrétion d'insuline [81] et un état transitoire
de résistance a cette derniére [82] pour diriger le glucose vers le lactose afin de
maintenir la production laitiere [46].

Chez les ruminants, I'épithélium ruminal peut également produire le BHB et I'acéto-
acetate [85] par oxydation de butyrate [356] grace aux Acetyl-CoA acetyl transferase
(ACAT) et a la 3-hydroxy, 3-methylglutaryl CoA synthase 1 (HMGCS1) [86] (figurel).
Il apparait de plus en plus claire que la BHB n'est pas seulement un simple
intermédiaire d’énergie, mais fonctionne également comme une molécule de
signalisation [87]. Il est particulierement impliqué dans la régulation de la signalisation

de l'insuline [89] et la réduction de la néoglucogenese [88].

1.4. Stéatose hépatigue

Les AGNE sous forme d’acyl-CoA qui ne sont pas métabolisés dans la mitochondrie
peuvent, alternativement a la voie de [l'oxydation, entrer dans le réticulum
endoplasmique lisse pour y étre ré-estérifiés en triglycérides, phospholipides et
cholestérol [81, 90]. Ces derniers sont associés aux apolipoproteines (ApoB100) sous
forme de very low density lipoproteins (VLDL) [91]. Une altération de synthese, de
'assemblage et/ou de la sécrétion des particules de VLDL pourra conduire a une

accumulation de lipides hépatiques. De méme, la résistance a l'insuline joue un réle
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important, puisque, a travers la lipolyse non régulée du tissu adipeux et la lipogenése
de novo, elle augmente le taux de lipides disponibles dans I'hépatocyte et ainsi
favoriser 'assemblage des particules de VLDL [92].

L’augmentation de la production et de la sécrétion des particules de VLDL ne parvient
pas a compenser la surproduction de triglycérides dont la concentration reste tres
élevée [93]. L'exposition prolongée du foie a des AGNE pourra induire un stress du
réticulum endoplasmique (RE), ce qui impacterait directement I'export des particules
de VLDL (figure 1).

Naturellement, le ruminant se caractérise, également, par un trés faible taux
d’exportation des VLDL [81]. Lorsque I'afflux d’acides gras augmente fortement, il
entraine une élévation de la synthése des triglycérides méme si la B-oxydation est
nettement accrue dans les cas de cétose [70, 94]. Par ailleurs, il peut exister des
situations en début de lactation ou la cétogenese est modérée et la ré-estérification
importante.

La synthése des triglycérides peut alors largement dépasser les possibilités de leur
exportation sous forme de VLDL, et il se développe une stéatose hépatique [73, 77,
81, 95]. L'accumulation de VLDL dans les hépatocytes diminue en paralléle la capacité
de synthese de l'urée [96], 'ammoniac accumulé diminue a son tour l'aptitude des
hépatocytes a synthétiser le glucose a partir des substrats glucoformateurs [97], ce qui
limite encore la capacité hépatique de I'oxydation compléete des AGNE conduisant a
une accumulation excessive des corps cétoniques (sous forme surtout de BHB) et
d’AGNE. De méme, les effets métaboliques des taux élevés en AGNE impliqués dans
la stéatose hépatique peuvent s'expliquer en partie par des actions directes ou
indirectes du facteur de nécrose tumorale-a (TNFa), une cytokine pro-inflammatoire
synthétisée par les macrophages, les lymphocytes et principalement le tissu adipeux
[98]. Ceci a été relevé par une association entre la stéatose hépatique chez les vaches

laitieres et des concentrations sériques de TNFa [99].
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Les catécholamines stimulent la lipolyse via les récepteurs B1- et 2-adrénergiques qui augmentent le taux intracellulaire
d’AMP cyclique. L'AMPc produit par I'activation de I'adénylyl cyclase active la protéine kinase A (PKA) qui stimule la
phosphorylation des périlipines et de la lipase hormonosensible (LHS). La phosphodiestérase de type 3B (PDE- 3B), qui
hydrolyse ’AMPc, est représentée. Cette voie exerce des effets modulateurs puissants sur la lipolyse adrénergique. Lorsque
la LHS est activée (phosphorylées) et chargées sur perilipine A phosphorylée, le complexe peut accéder et hydrolyser les
triglycérides en diglycérides (DG) et acides gras libres (AGL). Les monoglycérides sont hydrolysées par une lipase des
monoglycérides (LMG). L'activité lipolytique de I'adipocyte est sous le contrbéle permanent des voies lipolytiques (B-
adrénergique) et antilipolytiques (a2- adrénergiques, adénosine). Le contréle du CPT-I par le malonyl-CoA ‘stimulé par
I'insuline” est un moyen d’inhiber I'oxydation et la synthése simultanées des acides gras dans la cellule hépatique. Chez les
ruminants, le CPT-l est également trés sensible a l'inhibition de méthylmalonyl-CoA qui est un intermédiaire dans la
conversion du propionate en succinyl-CoA dans le processus de gluconéogenése. FABP4 (fatty acids binding protein 4) est
une protéine cytosolique se liant aux AG qui est fortement exprimée dans les adipocytes et est impliquée dans le trafic
intracellulaire des AG. Ce facteur agit comme un chaperon moléculaire facilitant la captation des AG et la lipolyse LPL:
lipoprotéine lipase, SCD-1: stearoyl-CoA desaturase 1, ChREBP: Carbohydrate-responsive element-binding protein, CPT:
carnitine palmitoyl Transférase, GH: 'hormone de croissance, PEPCK: phosphoenolypyruvate carboxykinase, SREBP-1c:
sterol regulatory element-binding protein 1c, ACC: acetyl-CoA carboxylase, LMG: lipase des monoglycérides, CK: cyrcle de
krebs, REL: réticulum endoplasmique lisse, ACS: Acyl-CoA Synthetase, EOA: espéces oxygénées activées, NH3: Ammoniac,
VLDL: very low density lipoproteins; CCT, CTP: phosphocholine cytidylyltransferase ; Glut4 : transporteur de glucose 4 ; CAT :
Carnitine Acylcarnitine Translocase.

Figure 1 : Sources et régulations des AGNE et BHB (schéma personnel).
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1.5. Dosage et valeurs seuils

Actuellement, il existe divers tests de terrain pour mesurer les AGNE et surtout le BHB.
Ces méthodes sont semi-quantitatives ou quantitatives et peuvent utiliser le sang, le
lait et les urines pour le BHB mais seulement le plasma pour les AGNE. Cependant,
Enjalbert et al [101] ont rapporté une faible corrélation entre les concentrations
plasmatiques de BHB et celles du lait. En revanche, Geishauser et al [102] ont
rapporté une sensibilité et spécificité élevées en se basant sur un taux seuil de 1.4
mmol/l de BHB pour le lait. De méme, Oetzel, [103] a rapporté que le BHB sanguin
est le test le plus fiable pour détecter un cétose sub-clinique (CSC) ou bien BEN.
Plusieurs auteurs ont rapporté une association entre les concentrations de BHB
mesurées par des dispositifs de terrain et ceux de référence notamment dans le
sérum et le plasma de vaches laitieres [104, 105, 106, 107], de brebis, de chévres
[108, 109], de chiens, de chats [110] et de 'lhomme [111].

Aujourd’hui, plusieurs dispositifs quantitatifs portables sont mis sur le marché pour le
dosage de BHB chez 'homme et qui ont été adoptés pour le dépistage de CSC
(tableau 1) chez la vache dans le sang total ou le sang capillaire [10, 31, 112]. Pour
ce dernier, une lancette montée sur un auto-piqueur (humain) est utilisée sur la partie

extérieure de la vulve de la vache [113].

Tableau 1 : Dispositifs de terrain évaluant la CSC.

Appareils Plage de mesure Volume de Sensibilité? Spécificité > Validation
(mmol/)?! sang (pL)*
Precision Xtra NS 15 88 96 Iwersen et
al [104]
FreeStyle 0.0-8.0 15 98 90 Iwersen et
Precision al [105]
GlucoMen LX 0.1-8.0 0.8 80 87 Iwersen et
Plus al [105]
Optium 0.0-6.0 NS 85 94 Voyvoda
Xceed?® et
Erdogan
[106]

'Données a partir des fabricants
2Sensibilité et spécificité calculées a partir d’'un taux seuil de 1.2 mmol/l de BHB
3 la nomenclature actuelle est FreeStyle Optium ©

NS : non signalé

Peu de dispositifs portables pour le dosage des AGNE sont disponibles sur le marché.
Ceux qui existent sont des spectrophotometres miniaturés qui fonctionnent avec du

plasma (une centrifugeuse est nécessaire) [117] et nécessitent environ 30 minutes
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pour analyser 10 a 20 échantillons [118]. Commun et al [119] ont montré une forte
corrélation (r=0.96) entre le test de référence et le test avec un dispositif portable
(DVM-NEFA, Veterinary Diagnostics, Newburg, Wisconsin, Etats-Unis). Pour le méme
appareil, Leslie et al [120] ont rapporté une sensibilité et une spécificité de 84% et
96%, respectivement pour un taux seuil de 0.4 mEg/L, lesquelles deviennent 85% et
97% pour un seuil > 0.5 mEg/L. Il existe également un autre dispositif portable (Vet-
Photometer, Diaglobal GmbH, Allemagne) qui utlise le méme principe que le
précédent et mesure simultanément le calcium, le magnésium et le lactate. Il apparait
contrairement aux dosage du BHB, que le dosage des AGNE est comparativement
plus difficile dans les exploitations [121] et relativement couteux [48].

Le dosage des AGNE et BHB est fortement influencé par le timing d'échantillonnage
[122]. Pour la BHB, le moment idéal est suggéré a 4-5 h aprés le repas, tandis que
pour les AGNE c’est juste avant le repas. Pour les vaches souffrant de cétose de type
Il (stéatose hépatique), il est préférable de réaliser le dosage de 5-15 jours
postpartum.

La décision pour définir un seuil approprié en utilisant des concentrations plasmatiques
ou sériques des AGNE et BHB semble étre arbitraire [28]. De ce fait, la définition
d’un seuil de concentrations élevées en AGNE et en BHB doit étre basée sur
'abaissement des performances de production [30] et de reproduction [124, 125, 126]
ou sur I'état de santé de la vache [25, 28, 127]. Généralement, ces seuils sont définis
au pré et postpartum pour les AGNE [4, 8] et au postpartum pour le BHB. Mc Art et
al [10], Chapinal et al [128], Roberts et al [129], Yasui et al [130] et Tatone et al[116]
ont défini un taux seuil de BHB au cours du pré-partum. Dans les études d’Ospina et
al [25] et Dubuc et al [4] les auteurs ont rapporté que des taux élevés en AGNE au
post-partum présentent une association plus élevée avec le développement des
maladies ou avec des performances de reproduction faibles qu’au moment du pré-
partum. Les tableaux 1 et 2 résument les recherches réalisées pour définir les seuils
des AGNE et BHB par rapport aux performances ou a I'état de santé de la vache au

cours de post-partum.
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Tableau 2 : Recherches réalisées sur la détermination de valeurs seuils des AGNE au post-
partum par rapport aux performances de reproduction et a I'état de santé de la vache.

Seuils Temps Paramétre sensibilité  spécificité LR+ AUC Risque Référence
(mmol/l) prédit
0.26 15, 24 Cétose sub-  82.54 91.89 10.18 0.93 _ Asl et al
et 42 clinique [127]
JPP
0.47 1-9 Retard de 100.00 64.00 2.75 0.80 15 Giuliodori
SPP I'activité et al [125]
ovarienne
0.53 1-3 Endométrites - - - - - Yasui et al.,
SPP sub-cliniques [130]
0.72 3-14 Déplacement  80.00 73.00 3.00 0.80 9.70 Ospina et
JPP de la caillette al [25]
0.57 3-14 Cétose 74.00 59.00 1.80 0.70 5.00 Ospina et
JPP clinique al [25]
0.36 3-14 Métrites 97.00 30.00 1.40 0.60 17.00 Ospina et
JPP al [25]
0.57 3-14 Déplacement  75.00 61.00 1.90 0.70 4.40 Ospina et
JPP de la caillette, al [25]
Cétose
clinique ou
Métrites
0,56 - Stéatose 44.00 88.00 3.59 0.74 5.70 Mostafavi
hépatique et al[131]
0.52 1-2JPP Rétention 100.00 85.71 - 0.93 Infer Kumari et
placentaire al [132]
0.76 14-21 Cétose sub- 64.50 91.70 7.77 0.81 - Sun et al
JPP clinique [133]
1.28 1SPP Déplacement  75.00 62.50 2.00 0.75 1.05 Basiri et al
de la caillette [134]
0.20 4SPP Taux de 78.60 63.80 - 0.62 0.17 Dehkordi et
réussite 1ALl al [124]
0.20 6SPP Taux de 85.7 63.8 - 0.65 0.11 Dehkordi et
réussite 1A1 al [124]
0.31 4-21 Inactivité 60.0 64.8 - - 3.22 Lomander
JPP ovarienne et al [126]
0.28 4-21 Retard de la 54.1 54.1 - - 0.92 Lomander
JPP 1IA et al [126]
0.26 4-21 Taux de 51.0 48.8 - - - Lomander
JPP conception a et al [126]
145 JPP
1.0 +1SPP  Déplacement 51.0 80.0 - - 3.4 Chapinal et
de la caillette al [128]
0.8 +1SPP  Taux de 53.0 61.0 - - 2.0 Roberts et
réforme dans al [129]
les 60 JPP
0.8 +2SPP  Taux de 49.0 61.0 - - 0.6- Roberts et
réforme dans 2.1" al [129]
les 60 JPP
1.0 1-7JPP Taux de 71.8 65.1 - - 4.65 Seifi et al
réforme dans [135]
les 60 JPP
1.0 8-14 Taux de 56.4 67.5 - - 2.57 Seifi et al
JPP réforme dans [135]
les 60 JPP
1.0 1-7JPP Cétose 87.1 65.3 - - 11.3 Seifi et al
clinique [135]
0.4 3 JPP Métrites 51.7 63.4 1.41 0.54 - Bicalho et
al [26]

JPP: jours postpartum; SPP: semaines postpartum
+LR: Positive likelihood ratio ou Rapport de vraisemblance positif
AUC : Area under ROC ou l'aire sous la courbe ROC
AUC<0.5= non informatif ; 0.5 < AUC < 0.7= fiable ; 0.7 < AUC < 0.9= trés fiable ; 0.9 < AUC <1= trés hautement fiable
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Tableau 3 : Recherches réalisées sur la détermination de valeurs seuils de BHB au post-
partum par rapport aux performances de reproduction et a I'état de santé de la vache.

Seuils Temps Parametre Sensibilité spécificité LR+ AUC Risque Référence
(mmol/l) prédit
0.7 1-3 Endométrites - - - - - Yasui et al
SPP sub-cliniques [130]
Suthar et al
1.4 2-15 Métrites 285 84.1 1.8 0.6 2.1 [31]
JPP
Suthar et al
1.1 2-15 Cétose clinique  39.3 72.7 3.6 0.5 14.0 [31]
JPP
Suthar et al
1.7 2-15 Déplacement 60.4 87.4 4.8 0.76 10.7 [31]
JPP de la caillette
Suthar et al
1.1 2-15 Boiteries 39.1 75.4 1.6 0.6 2.1 [31]
JPP
Ospina et al
0.97 3-14 Déplacement 71 80 3.5 0.8 6.9 [25]
JPP de la caillette
Ospina et al
0.97 3-14 Cétose clinique 57 80 2.8 0.7 4.9 [25]
JPP
Ospina et al
0.68 3-14 Métrites 63 59 1.5 0.6 2.3 [25]
JPP
Ospina et al
0.97 3-14 Déplacement 57 82 3.1 0.7 4.4 [25]
JPP de la caillette,
Cétose clinique
ou Métrites
Mostafavi
0.78 - Stéatose 33 96 942 0.7 13.6 et al [131]
hépatique
Kumari et al
0.99 1-2 Rétention 100 100 - 1.0 Infer [132]
JPP placentaire
Basiri et al
0.82 1SPP Déplacement 81.3 75.0 325 0.85 2.68 [134]
de la caillette
Lomander
1.1 4-21 Inactivité 53.9 53.4 - - 1.97 et al [126]
JPP ovarienne
Lomander
1.0 4-21 RetarddelallA 49.4 43.6 - - 0.72 et al [126]
JPP
Lomander
1.0 4-21 Taux de 54.3 44.5 - - - et al [126]
JPP conception a
145 JPP
Chapinal et
0.9 +1SPP  Déplacement 57.0 69.0 - - 2.9 al [128]
de la caillette
Roberts et
1.2 +1SPP  Taux de 31.0 82.0 - - 1.8 al [129]
réforme dans
les 60 JPP
Roberts et
1.6 +2SPP  Taux de 21.0 89.0 - - 0.7- al [129]
réforme dans 2.3**

les 60 JPP
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1.6. Taux élevés des AGNE, BHB et NEC

La capacité d’adaptation de la vache s’évalue par sa capacité a mobiliser puis a
reconstituer ses réserves corporelles lors d’une restriction alimentaire et ceci sans
pénaliser ses performances futures de production et de reproduction [136]. La note
d’état corporelle (NEC) est toujours un objet de recherche pour la prévention des
changements métaboliques négatifs excessifs des vaches laitieres. Les études ont
montré une corrélation négative entre le NEC et les concentrations en AGNE et en
BHB [49, 137, 138]. Ainsi, plusieurs études ont rapporté une augmentation du risque
de cétose sub-clinique (CSC) chez les vaches laitieres avec une NEC élevée au vélage
par rapport a celles ayant une NEC faible [30, 139, 140]. De méme, les vaches ayant
perdu plus de 1 point de NEC (>1 point) au premier mois de lactation présentent une
incidence plus élevée de CSC par rapport celles qui montrent un état corporel stable
[30]. En outre, les vaches “grasses” (NEC> 4.0%) au vélage montrent des
concentrations plasmatiques plus élevées en AGNE au début de la lactation
comparativement a celles ayant une NEC modérée ou faible [141]. Les AGNE
paraissent ainsi comme le parametre qui reflete le plus fidélement les pertes de NEC
[142], une augmentation des concentrations sériques en AGNE est ainsi indicatrice de
la mobilisation des réserves lipidiques [49, 137]. Au moment du vélage, une NEC
elevée peut provoquer une diminution importante de matiéres seches ingérées [43];
[143] directement par I'action centrale de la leptine [53] ou indirectement par I'action
négative de la leptine sur la Ghréline [143] (figure 2). Cette derniere est une hormone
digestive connue pour son action d’augmenter I'appétit chez le rat et la vache [144].

La vache fait recours a ses propres réserves lipidigues en mobilisant en quantité
considérable des AGNE. La lipo-mobilisation intense pour les vaches grasses au
vélage [138, 145] peut s’expliquer par une augmentation de la NEC due a un
accroissement de la surface [146] et du nombre [58] des adipocytes avec une
sécrétion importante de la leptine [20, 143]. Zeng et al [147] ont rapporté que chez la
souris, la leptine agit au niveau central en déclenchant des signaux qui activent les
neurones ganglionnaires du systeme nerveux sympathique. Ces derniers liberent les
catécholamines qui agissent sur les récepteurs [ [148] en augmentant en
conséqguence la lipolyse. De méme, il a été clairement montré chez les rongeurs que

la leptine, de fagon directe et/ou via le systéme nerveux sympathique, active 'AMP
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kinase (AMPK) dans le foie, entrainant une diminution de la production hépatique de
glucose et une activation de la B-oxydation des acides gras [149]. En conséquence,
cette hyperlipidémie peut provoquer une résistance a l'insuline chez les vaches
laitieres [141, 150], ce qui est en accord avec des études associant une NEC élevée

a une sensibilité réduite a l'insuline périphérique en état de lipo-mobilisation [151].

=

Diminution de
l'appétit o
en inhibant le Activation des
neuropeptide Y médiateurs
adrénergiques 0
Ganglions
sympathiques BHB
Libération des E Augmentation de
catécholamines _ I'oxydation des 0
qui agissent sur _ acides gras
les récepteurs 3 w H
/Ghréline‘;m MsI IIII- AGNE
\ v " |+, |
. vélage glycero
Estomac Adipocytes v
et pancréas = 5 0 30 jours

Perte de masse
Pré-adipocytes _/ adipeuse

Inhibition le developpement
des cellules pré-adipocytes

N Ec Diminution de
, ., la production
élevée hépatique

de glucose

Une NEC élevé au vélage est accompagnée par une sécrétion importante de la leptine. Cette dernier agit
directement sur le SNC ou indirectement par I'action de ghréline en diminuant I'appétit de la vache. Un contréle
autocrine de la leptine est enregistré au niveau des cellules pré-adipocytes. + : effet stimulateur ; - : effet inhibiteur.

Figure 2 : Mécanismes de controle de la lipo-mobilisation chez une vache ‘grasse’ autour de

vélage (schéma personnel).
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1.7. Taux élevés des AGNE/ BHB et la résistance a I'insuline

L'insuline joue un rble fondamental dans l'adaptation physiologique des vaches
laitieres au péri-partum [82]. La résistance a l'insuline est définie comme un état avec
une concentration normale d’insuline ou I'hormone est incapable de produire une
réponse biologique normale [55]. Plusieurs auteurs ont admis que la résistance a
l'insuline chez la vache laitiere autour du vélage est un élément commun avec les
diabétes humains types 1 et 2 [96, 152, 153, 154, 155]. En revanche, cette similarité
varie dans le fait que les vaches ont un niveau inférieur de glucose dans le sang [156].
Selon De Koster et Opsomer [154], la résistance a l'insuline pourrait étre subdivisée
en deux aspects distincts : la sensibilité et la réceptivité a l'insuline. Ainsi, I'effet
maximal de l'insuline détermine la réceptivité de l'insuline alors que la concentration
d'insuline pour obtenir une réponse maximale détermine la sensibilité a l'insuline.

De nombreux problemes potentiels métaboliques, immunologiques et de la
reproduction qui accompagnent le développement de la résistance a l'insuline ont été
discutés pour de nombreuses especes de mammiferes y compris la vache [82, 157,
158]. Des études récentes ont rapporté une résistance a l'insuline chez les vaches
dans diverses conditions physiologiques notamment en début de la lactation ou les
vaches enregistrent des taux élevés en AGNE et BHB [159, 160, 161]. Kerestes et al.
[159] ont constaté que des taux élevés en BHB provoquent une grande résistance a
linsuline. Les mémes auteurs ont rapporté que des taux élevés en AGNE sont
négativement corrélés avec linsulinémie. Pires et al [162] ont montré une relation
positive et directe entre 'AGNE et la résistance a l'insuline chez les vaches Holstein.
En tenant compte des valeurs sériques du glucose, des AGNE et de l'insuline, de la
période pré-partum a la période post-partum, un nouvel indice a été récemment décrit
chez la vache, le RQUICKI (quantitative insulin sensitivity check index) [151, 164]. De
méme, Balogh et al [165]; Youssef et al [166] ont établi un autre indice en se basant
sur la concentration de BHB (RQUICKIBHB).
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1.8. Taux élevés des AGNE et BHB et le stress oxydatif

Une mobilisation significative des AGNE chez les vaches laitieres cétosiques a été
également associée a la production des radicaux libres de I'oxygéne, tels que les
especes oxygeneées activées [EOA, en anglais reactive oxygen species (ROS)]. Ces
especes pourraient a leur tour lancer un état de stress oxydatif et mener a une
inhibition de la prise de glucose par interférence directe sur la fonction du transporteur
de glucose [167]. Dans ce contexte, Pedernera et al [168] ont constaté que I'état du
stress oxydatif chez les vaches au péri-partum est lié aux taux élevés en AGNE et
BHB. Des taux élevés de BHB [169, 170], d’acetoacetate [171] et des AGNE [172]
ont été également reliés a un taux élevé en EOA avec induction d’'une apoptose
adipocytaire chez la vache et le veau. La mobilisation intense des réserves
graisseuses suggere que le corps présente des niveaux élevés de radicaux libres due
aux oxydations et ré-oxydations des AGNE. Des constatations similaires ont été
rapportées [98, 173, 174, 175]. Cependant, plusieurs études in vitro et in vivo chez
'hnomme et la souris ont montré un effet des BHB et de I'aceto-acetate sur les EOA
dans les cellules nerveuses [176, 177], adipocytaires et immunitaires. Song et al [170]
ont constaté, en effet, que les cellules hépatocytaires cultivées dans un milieu
contenant une faible concentration de BHB produisent mois de EOA par rapport a

celles cultivées dans des concentrations élevées de BHB (>1.2 mmol/l).

1.9. Effets des AGNE et BHB sur la production laitiére

L'association entre la production laitiére et des taux élevés en AGNE et BHB reste
contradictoire (tableau 4) avec des associations positives [24, 28, 139] et négatives
[10, 178, 179]. Raboisson et al [32] ont rapporté que des taux élevés en AGNE et BHB
affectent négativement la production laitiere au pré-partum; alors que cette
association peut étre positive ou négative au postpartum. La mobilisation des AGNE
et la production de corps cétoniques fait partie des changements homéostatiques qui
permettent a la lactation de progresser et de se maintenir a des niveaux de production

élevés [27]. Les AGNE, le BHB et l'acétate sont captés par la glande mammaire et
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utilisés comme précurseurs pour la synthése des acides gras a chaine courte ou

langue [180].

Tableau 4 : Différences de production laitiere par rapport aux taux des AGNE et BHB.

Temps relatif au  Bio- Taux Définition Différence SE Références
vélage pour marqueurs  seuil (kg du lait)

I’échantillonnage

+1 BHB 1,6 PS3 -333.7 ns Duffield et al [28]
+2 BHB 0.6 PS3 +224.6 ns Duffield et al [28]
+2 BHB 1.0 PS3 +272.3 ns Duffield et al [28]
+2 BHB 1.2 PS3 +242.4 ns Duffield et al [28]
+1 BHB 0.6 MJ1 +1.61 ns Duffield et al [28]
+1 BHB 1.2 MJ1 -1.22 ns Duffield et al [28]
+1 BHB 1.4 MJ1 -1.88 ns Duffield et al [28]
+1 BHB 1.6 MJ1 -1.76 ns Duffield et al [28]
+1 BHB 1.8 MJ1 -1.71 ns Duffield et al [28]
+2 BHB 1.4 MJ1 -1.39 ns Duffield et al [28]
+2 BHB 1.6 MJ1 -1.81 ns Duffield et al [28]
+2 BHB 1.8 MJ1 -2.29 ns Duffield et al [28]
+2 BHB 2.0 MJ1 -3.30 ns Duffield et al [28]
-let-2 AGNE 0.33 PS120 -683 180 Ospina et al [24]
+1 et +2 BHB 0.87 PS120 +403 195 Ospina et al [24]
+1 et +2 AGNE 0.57 PS120 +488 203 Ospina et al [24]
+1 et +2 AGNE 0.72 PS120 -647 195 Ospina et al [24]
+1 et +2 BHB 0.97 PS120 -393 195 Ospina et al [24]
-1 AGNE 0.5 MJ4 -1.6 0.5 Chapinal et al [9]
-1 BHB 0.6 MJ4 -1.7 0.4 Chapinal et al [9]
+1 AGNE 0.7 MJ1 -1.8 0.6 Chapinal et al [9]
+1 BHB 1.4 MJ1 -2.4 0.5 Chapinal et al [9]
+2 AGNE 1.0 MJ1 -1.7 0.8 Chapinal et al [9]
+2 BHB 1.2 MJ1 -1.5 0.6 Chapinal et al [9]
+1 ou +2 BHB 1.4 MJ3 -0.85 ns Seifi et al [181]
+1 ou +2 BHB 1.4 PS2 -121 ns Seifi et al [181]
+2 BHB 1.2 MJ1 +0.03! ns Vanholder et al [139]
+1a+4 BHB 0.22 MJ1 -2.33 0.04 Santschi et al [178]
+1 ou +2 BHB 1.2 MJ1l -2.20 ns McArt et al [10]

1Déférence entres les moyennes des moindres carrés ;

2BHB du lait ;

PS3 : Production laitiére standard projetée a partir du 3¢me test ;

MJ1 : Moyenne journaliere de la production laitiere calculée a partir du premier test ;

PS120 : Production laitiere standard projetée au 120 JPP ;
MJ4 : Moyenne journaliére de la production laitiere projetée a partir des 4 premiers tests ;
MJ3 : Moyenne journaliere de la production laitiere calculée a partir des 3 premiers tests ;

PS2 : Production laitiére standard projetée au 2éme test.
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1.10. Effets sur I'immunité

Il est connu que les métabolites peuvent influer sur le systeme immunitaire par
plusieurs mécanismes [182]. Des taux élevés en AGNE et BHB sont observés en
concomitance avec d'autres changements métaboliques et endocriniens [183]
cependant l'effet immunosuppresseur ne peut étre attribué exclusivement aux corps
cétonigues ou aux AGNE [184, 185]. Les résultats des effets exclusifs des
concentrations élevés de ces deux bio-marqueurs sur le systeme immunitaire sont
disponibles & partir d'études in vitro ou il est montré que des concentrations élevées
en AGNE inhibent la synthése d'ADN, la sécrétion d'IgM [186] et la production
d’interféron-y dans des monocytes [186, 187] et les adipocytes [188] avec diminution
de la combustion respiratoire des polynucléaires sanguins [189, 190]. Plusieurs études
in vitro ont montré que des concentrations élevées de corps cétoniques diminuent le
recrutement des neutrophiles [191], la capacité chimiotactique [192], la combustion
respiratoire [184] et augmentent la production de IL1 [193] et de l'interféron-¥ [184] ;
[193]. A l'opposé, d’autres études ont rapporté un effet bénéfique des ‘diétes
cétogénes’ sur 'immunité chez ’'homme et chez des modéles animaux [194, 195, 196,
197].

1.11. Effets sur la reproduction

De nombreuses études ont montré que des taux élevés en AGNE et BHB au
postpartum peuvent affecter négativement le taux de conception a la premiére
insémination [22, 23, 8, 9, 10, 139] et le taux de la reprise de I'activité ovarienne [4,
20, 125, 140, 198]. Des taux élevés en BHB et en AGNE peuvent allonger I'intervalle
vélage-conception [10, 23] et augmenter le risque de kystes ovariens [140]. Ces effets
négatifs peuvent étre indirects en agissant sur I'axe hypothalamo-hypophysaire, la
stéroidogeneése et sur l'utérus ou direct en agissant sur les ovocytes, I'embryon et les

spermatozoides (figure 3).
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Figure 3 : Effet des taux élevés en AGNE et BHB sur 'axe hypothalmo-hypophysaire, I'ovaire,
utérus et 'embryon (schéma personnel).




37

1.11.1. Effet sur 'axe hypothalamo-hypophysaire

Des concentrations élevées en AGNE pourraient antagoniser l'action de l'insuline et
créer un état de résistance a l'insuline diminuant la sensibilité de I'ovaire a la LH et &
la FSH [199]. Les AGNE rentrent dans les neurones hypothalamiques par simple
diffusion et sont estérifiés en Acyl-CoA de telle sorte que la concentration d’acyl-CoA
est proportionnelle a la concentration plasmatique des AGNE [125]. Ainsi, des taux
élevés en AGNE sont associés a l'inflammation de I'hypothalamus et a une résistance
accrue a l'insuline et a la leptine [200, 34]. En effet, des études in vitro montrent un
effet négatif sur la signalisation de [linsuline au niveau hypothalamique avec
augmentation du stress oxydatif au niveau du réticulum endoplasmique [201, 202].
Nanda et al [203], ont enregistré une faible réponse de libération de LH par un
analogue de la GnRH chez les vaches qui présentent un taux élevé de BHB.
Egalement l'injection de concentrations élevées de BHB dans le ventricule latéral du
cerveau des animaux castrés diminue le relargage de la LH [346, 348]. En utilisant la
méme approche, il est montré que des concentrations élevées de BHB peuvent altérer
I'expression des genes impliqués dans la régulation de la production de cytokines, des
récepteurs de l'insuline et de la pyruvate déshydrogénase kinase 4 au niveau de

I'hypothalamus [347].

1.11.2. Effet sur la stéroidogenése

Au cours de la derniere décennie, de nombreuses études ont rapporté un effet directs
des AGNE et BHB sur les cellules sécrétrices au niveau de 'ovaire. Il est ainsi montré
gue la stéroidogenése des cellules de la granulosa peut étre réduite par des
traitements BHB [36, 205] et les vaches ayant une cétose au post-partum présentent
un faible taux de progestéronemie et d’ostradiol [23]. Chez la souris, une ‘diéte
cétogéne’ induit une diminution du taux de 3 B-androstanediol et de progestérone
[206]. Des concentrations élevées en AGNE ont également in vitro un effet toxique sur
les cellules de la granulosa en diminuant la prolifération et la stéroidogenese chez les
bovins [207] et 'homme [208]. Cependant, il est signalé un effet positif sur la
production de I'cestradiol [207] et de la progestérone [205] en dépit de leffet

apoptotique sur les cellules de granulosa.

L'induction de cette apoptose et/ou de la nécrose par les AGNE, a différentes

concentrations, est décrite aussi pour d'autres types cellulaires comme les cellules de
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Leydig [209]. Ceci est expliqué par une augmentation de l'activité sécrétrice des
cellules au cours des premiers stades de 'apoptose [210]. Cette augmentation initiale
de la stéroidogenese dans les cellules apoptotiques peut masquer une réduction de la
stéroidogenése dans les autres cellules vivantes [205]. Ceci est rencontré chez les
vaches hautes productrices avec des concentrations élevées d'cestradiol dans des
follicules dominants [38, 211]. Dans ce sens, Jorritsma et al [212] ont rapporté une

forte corrélation entre les AGNE dans les liquides folliculaires et le plasma.

Plusieurs études in vitro suggérent que la GH module significativement la libération de
la progestérone et de I'cestradiol [214, 215]. Il est ainsi rapporté que la GH stimule la
production de la progestérone et de I'cestradiol par les cellules de la granulosa bovines
[349, 350] et les cellules de granulosa lutéinisées humaines [216]. Il est montré que
des taux élevé en AGNE [34] et en BHB [213] sont a l'origine de mutations de génes
codant pour les récepteurs de la GH. De méme, il est rapporté une corrélation négative
entre le taux de progestérone, 'lGF1 et les AGNE [217]. L'insuline a également un
effet stimulateur direct sur la production globale des stéroides ovariens [219, 220], sur
'aromatisation des androgénes en cestrogénes [219] et sur la réponse ovarienne a

des facteurs circulants tel que la LH ou 'lGF-1 [221] (figure 3).

1.11.3. _Effet sur l'utérus
Tel que susmentionné, des effets négatifs des AGNE et du BHB sur I'immunité en

général [184, 186, 191] et I'immunité utérine en particulier sont signalés [222, 223,
224]. De plus, des études ont fourni des preuves directes que les changements dans
les concentrations en AGNE pourraient altérer les réponses des cellules impliquées
dans linflammation. Ainsi, I'exposition a des mélanges en AGNE, qui imitent la
composition et les concentrations dans le plasma des vaches pendant la période de
transition, augmente I'expression des cytokines pro-inflammatoires par les cellules
endothéliales bovines [225]. Plusieurs genes de cytokines inflammatoires comme le
facteur TNF-a, linterleukine 6 (IL-6) et linterleukine 1 béta (IL-1b) sont liées aux
concentrations élevées en AGNE [169] et en BHB [96] chez les vaches laitieres
(figure 3). Ces cytokines sont également associées a l'infection de I'utérus chez les
vaches laitieres en post-partum [226, 227, 228]. Huszenicza et al. [229] ont rapporté
que des taux élevé en AGNE et BHB nuisent a la capacité phagocytaire, de migration

et de combustion respiratoire des polymorphonucléaires (PMN) et autres leucocytes,
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augmentant par conséquence la susceptibilité de 'endomeétre a divers pathogénes.
Ainsi, une qualité endométriale compromise peut affecter, subtilement ou
profondément, la qualité des spermatozoides, I'implantation et le développement
embryonnaire [230, 231] , avec des conséquences visibles et parfois graves pour la
placentation, le développement fcetal, les résultats de gestation et a long terme la

santé de la progéniture [231].

1.11.4. Effet sur les ovocytes et le développement embryonnaire

Plusieurs études ont été consacrées pour I'étude de la relation entre le BEN et la
gualité ovocytaire et embryonnaire a travers des cultures in vitro dans des milieux
contenant des taux élevés en AGNE et en BHB. Les résultats montrent dans leur
globalité que les environnements a haute teneur en AGNE et a faible teneur en glucose
nuisent a la capacité de développement ovocytaire et compromettent le
développement embryonnaire précoce [37, 41, 232]. Egalement, Leroy et al [233] ont
constaté que des milieux contenants des taux élevés en BHB et faible en glucose sont
a l'origine de diminution de la compétence de développement et de maturation
ovocytaire. Les mémes résultats sont rapportés par Endo et al [234] pour le
développement embryonnaire. A I'opposé, Tsuzuki et al [235] ont rapporté qu’un taux
élevé de BHB (3.1 mmol/l) est a 'origine d’'une amélioration de la maturation nucléaire
des ovocytes de la truie.

Egalement, des études ont montré que l'exposition & des concentrations élevées en
AGNE, en particulier, I'acide palmitique, I'acide stéarique [240] et I'acide oléique [13],
pendant la maturation des ovocytes réduit la qualité de I'embryon.

La maturation des ovocytes sous des concentrations élevées en AGNE altére
significativement I'expression des genes et la méthylation de I'ADN dans le complexe
ovocyte-cumulus et dans les blastocystes [241]. De méme, Van Hoeck et al [13] ont
rapporté in vitro que des taux élevées en AGNE peuvent provoquer I'apoptose
ovocytaire, diminuer la consommation du pyruvate, du glucose et de I'oxygene, tout en
augmentant la consommation de lactate et en altérant le métabolisme des acides
aminés des blastocystes. Des effets indésirables similaires sont observés apres
culture de zygotes bovins avec du sérum de génisses nourries avec un régime riche
en l'huile de palme [232, 242, 243].

Les EOA et le stress oxydatif (OS) sont connus pour avoir un réle dans la progression

de plusieurs événements clés liés a la reproduction chez ’'homme et I'animal, comme
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la fécondation et le développement embryonnaire précoce (figure 3). Cependant, il
semble que I'excés du stress oxydatif soit responsable de lésions embryonnaires qui
peuvent alors conduire a la mort embryonnaire [244, 245]. Celi et al [246] ont rapporté
une association entre les produits de I'oxydation avancée des protéines (A.O.P.P. ou
‘Advanced Oxidised Protein Products’) et la mortalité embryonnaire [246]. Les AOPP
sont proposés comme marqueurs de l'inflammation aigué [249], chez 'homme, leur
augmentation est associée a plusieurs marqueurs immuno-inflammatoires et aux
inflammations utérines responsables de l'infertilité chez la femme [250].

Une étude menée par Ribeiro et al [5] a montré que des taux élevés en AGNE et en
BHB sont associés a une mortalité embryonnaire allant de 6.6 a 8.3 %. De méme,
Senosy et al [251] ont constaté une association entre des taux élevés en AGNE et la
mortalité embryonnaire, probablement liée a l'accumulation d'acides gras dans les
embryons et I'environnement utérin [252]. En effet, il est connu qu’une accumulation
excessive de lipides nuit a la qualité des embryons en augmentant leur sensibilité au
stress oxydatif [253] et en altérant la fonction des mitochondries [238]. Chez la femme,
Montoro et al [255] ont rapporté une incidence de 35% de mortalité foetale en situation
de diabete de type 1 et d’acidocétose diabétique. Ce taux de mortalité devient encore

plus élevé (57%) chez les patients avec des acidocétoses diabétiques.
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1.11.5. Effet sur les spermatozoides dans I'environnement femelle

La contribution paternelle dans la procréation est représentée par la production du
sperme et son dépbt dans les voies génitales femelles, la mére elle, produit non
seulement les gametes (ovocytes), mais contribue aussi au transport et a la
capacitation des spermatozoides, héberge la fertilisation, I'embryon et le foetus. L’effet
des taux élevés en AGNE et en BHB sur la fertilité a été largement investigué en
considérant 'ovocyte et 'embryon [13, 37, 35, 40, 42, 233, 232, 235, 243, 258].

Néanmoins, un éventuel effet des faibles notes d’état corporel (NEC) et des taux
élevés en AGNE et en BHB sur le spermatozoide reste largement méconnu. Le micro
environnement utérin est composé d'une combinaison de constituants dérivés du
plasma et de molécules sécrétées par l'oviducte et I'épithélium utérin [259]. Toute
altération de la NEC et élévation plasmatique des AGNE et de BHB peut ainsi se

répercuter sur le milieu utérin et donc impacter la fonctionnalité spermatique.

1.12. Conclusion

Le bilan énergétique négatif est un événement communément observé chez toutes
les vaches laitieres au péri-partum. Ce BEN se traduit par une mobilisation plus ou
moins importante des réserves corporelles sous un contréle endocrinien avec une
chute de la NEC et libération des AGNE. Ces AGNE représentent une source d’énergie
si 'oxydation compléte de ces derniers a lieu au niveau hépatique. Cependant, une
oxydation incomplete conduira a la voie cétogeénique avec une libération importante
de corps cétoniques notamment le BHB. Chaque élévation en AGNE et en BHB
affecte significativement les performances de la vache laitiére via des effets négatifs
sur I'immunité, les sécrétions hormonales et la qualité ovocytaire et embryonnaire.
Cependant, a notre connaissance, aucune étude concernant les effets des AGNE et

du BHB sur les spermatozoides n’est encore disponible.
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CHAPITRE 2

TAUX ELEVES EN B-HYDROXYBUTYRATE ET EN ACIDES GRAS
NON ESTERIFIES AU PERI-PARTUM ET LEUR ASSOCIATION AVEC
LES PERFORMANCES ET LES TROUBLES LIES A LA
REPRODUCTION CHEZ LA VACHE LAITIERE : META-ANALYSE

Au début de la lactation, les vaches laitieres dites “hautes productrices” sont
incapables de répondre a leurs considérables demandes d'énergie par la glande
mammaire a partir, seulement, de l'apport alimentaire [127]. En effet, les vaches,
doivent s’adapter de cette accroissement de production par une mobilisation de leur
réserve graisseuse afin de fournir les acides gras non estérifies (AGNE) comme
source d'énergie [81]. Une mobilisation excessive a cependant comme conséquence
une concentration élevée des AGNE dans le sang. Ces AGNE sont métabolisés par
les hépatocytes via une [(-oxydation pour produire l'acétyle-coenzyme A (Acétyle-
CoA) [266]. Ainsi, une quantité excessive de l'acétyle-CoA est dérivée pour la synthese
de cholestérol, triglycérides [77] ou bien des corps cétoniques par la cétogenése ce
gui, occasionnellement, provoque une acétonémie [61]. Trois molécules de corps
cétoniques sont ainsi identifiées chez les ruminants, acéto-acétate (AcAc), 3-B-
hydroxybutyrate (BHB) et acétone (AC) avec des taux de 70, 28 et 2%, respectivement
[267]. Le BHB est le corps cétonique prédominant chez les ruminants [28], a cause
de sa stabilité dans le sang on le considére comme indicateur pour un éventuel
diagnostic de la cétose sub-clinique (CSC) [114]. Les concentrations en AGNE
peuvent quant a eux étre employés comme marqueurs du bilan énergétiqgue négatif
et/ou du CSC [45]. Ces derniéres années, plusieurs d'études ont démontré que des
concentrations élevées en BHB et en AGNE sont associées a de faibles performances
de reproduction [7, 8, 10, 31, 139] et a un taux élevé des troubles liés a la reproduction
[140, 222, 268]. Les résultats de ces études demeurent cependant contradictoires et
I'évaluation globale de leur effet, positif ou négatif, reste difficile a affirmer [48]. Les
causes possibles de cette ambiguité sont I'hétérogénéité de la conception

méthodologique de I'expérimentation, la conduite des élevages et les populations
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étudiées. Dans une étude récente [32], des chercheurs ont essayé de surmonter
certaines de ces contraintes par une méta-analyse. Ces méta-analyses sont menées
pour I'évaluation des effets de concentrations élevées en AGNE et BHB sur diverses
maladies postpartum et les performances de la reproduction et de production. Dans le
cadre de la présente étude, une méta-analyse est menée et dans laquelle les
performances et les troubles de reproduction sont analysés en considérant de

nouveaux parametres de reproduction.

2.1. Méta-analyse : définition, principe de base et interprétation des résultats

Les médecins et notamment les médecins vétérinaires, sont constamment confrontés
a une quantité grandissante d’informations médicales. Une interrogation d’'une base
de données telle que MEDLINE avec les mots-clefs «ketosis in dairy cows » indique
gue plus de 500 articles sont disponibles sur ce sujet. Une lecture critique sous forme
d’'une méta-analyse reste cependant indispensable pour une évaluation intégrée des
résultats de ces articles. La méta-analyse a comme obijectif de réaliser une synthese
des informations disponibles a un moment donné, sur un probléme particulier. Cette
synthése doit étre la plus objective possible, ne reflétant que les faits, et doit étre
obtenue de maniere reproductible, a travers une démarche scientifique.

Le principe des méta-analyses est d’évaluer l'effet d’'un traitement utilisé sur des
populations comparables, en combinant les résultats de multiples études. Cette
techniqgue permet d’augmenter la puissance statistique pour tester certaines
hypothéses. En outre, les méta-analyses renseignent sur la généralisation des
résultats dans différentes populations. Celle-ci est établie si les résultats de différentes
études sur des groupes variés (male et femelle ; groupes d’age (parité) ; niveau de
sévérité) sont comparables.

Pour répondre a ces objectifs, une méta-analyse doit :

- porter sur I'exhaustivité des essais réalisés ;

- expliquer clairement sur quels criteres les essais ont été ou non retenus pour
'analyse ;- enfin quantifier I'effet du traitement ou d’'une maladie.

Ainsi, une méta-analyse permet d’appréhender les résultats sous leurs diverses

composantes :
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- Les résultats des essais élémentaires avec les effectifs inclus les cas correspondant
aux criteres de jugement et les intervalles de confiance de ces résultats ;

- Calcul d'un estimateur unique pour I'ensemble des études, avec son intervalle de
confiance ;

- Une présentation graphique (Figure 4) permet de synthétiser 'ensemble de ces
informations. La présentation graphique permet également d’apprécier ’lhomogénéité
des résultats ;

Poids (%)

OR 95 % IC fixe aléatoire
Etude 1 0,63 [0,10-3,93] 3,3 6,1
Etude 2 2,97 [0,10-7,93] 5,7 8,2

3,49 i
Etude 3 [0,75-11,77] 10,4 10,2
Etude 4 1,72 [1,26-9,69] 8,9 9,7
Etude 5 1,53 [0,57-5,18] 3,3 6,1
Etude 6 2,47 [0,51-14,70] 3,8 6,7

0,5 1 2 10 15

Odds ration

Figure 4 : Graphe forestier illustratif d’'un exemple de méta-analyse.
OR : odds ration, 95% IC : intervalle de confiance a 95% ; P : poids de I'étude dans la méta-analyse

— En abscisse, les odds ratio et en ordonnées, les différentes études ;

— Les segments horizontaux sont des intervalles de confiance avec au centre un carré
représentant I'effet de chaque étude ;

— La ligne verticale en trait plein permet de conclure en 'absence/présence d’effet. Si
la ligne coupe l'intervalle de confiance, on rejette I'existence d’un effet significatif ;

— Le carré noir représente le poids de I'étude dans la méta-analyse. Sa taille est
inversement proportionnelle a la variance de I'étude. Si la variance est trés grande,
I'étude aura une faible précision et donc un faible poids, conséquence d’'un intervalle
de confiance large. C’est le cas des études 1, 2, 5 et 6 dont la contribution & la méta-

analyse est tres faible, alors que les études 3 et 4 y contribuent fortement.
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2.2. Matériels et méthodes

2.2.1. Position du probléme et contexte de I'étude

L’élévation du taux sérique des corps cétoniques et des AGNE a été identifiée depuis
longtemps comme étant un facteur de risque des maladies métaboliques chez la vache
laitiere. Ces maladies sont responsables d’une perte économique importante dans les
pays développés, en particulier par une réduction des performances de production. A
c6té des arguments économiques, d’autres aspects peuvent faire considérer la cétose
comme étant un facteur causal de réduction des performances de reproduction :
réduction de la qualité des ovocytes, risque de mortalité embryonnaire, risque des
maladies liées a l'utérus, etc. Conséquemment, plusieurs études récentes ont été
réalisées dans ce contexte. Ces études signalent un impact positif, négatif ou le neutre
en ce qui concerne l'effet des taux sériques élevés en AGNE et BHB sur les
performances de reproduction et les troubles liées a la reproduction. C'est dans ce
contexte que la présente étude est réalisée et dont objectif est d’étudier I'effet global
des taux sériques élevés des AGNE et BHB sur les performances de reproduction et

les troubles liées a la reproduction via une méta-analyse.

2.2.3. Recherche bibliographigue et sélection des documents

Les publications sur I'effet des taux élevés des AGNE et BHB sur les performances de
reproduction et les troubles de la reproduction ont été systématiquement recherchées
dans les bases de données bibliographiques : PubMed (la librairie Nationale de
Médicine, Bethesda, MD, Etats-Unis ; http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/ ), CAB

(CAB Abstracts, Cab Internationale, Oxon, Grande-Bretagne ; http://cabi.org/ ), et

Google Scholar (Compagnie—Google, Californie, Etats-Unis;

http://scholar.google.com/). Les termes de recherche consistaient a utiliser les mots

clés suivants avec différentes combinaisons : BHB, AGNE, cétose sub-clinique,
performances de reproduction, fertilité, taux de conception, péri-partum, vache, le
début de la lactation et troubles de la reproduction. Pour étre inclus dans I'ensemble

des données, les documents doivent avoir exploré I'effet de concentrations élevées de
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BHB et/ou AGNE sur les performances de reproduction et les troubles de reproduction
(nommé résultats primaires) chez les vaches laitieres en péri-partum. Les documents
sont exclus si: 1) ils ne sont pas des documents originaux de recherche, 2) ne sont
pas publiés dans des revues scientifiques reconnues; 3) le plan d'étude n'est pas décrit
; 4) les résultats n'ont pas pu étre utilisés pour calculer l'estimation de I'effet (par
exemple, la relation était seulement mesurée par le coefficient de corrélation) ; 5) les
effets ont été estimés en comparant les cas selon la gravité de la maladie mais sans
témoins “non malades” ; 5) les données ont été recueillies avant 1980, 6) elles sont

issues des pays ou I'industrie laitiere n’est pas intensive.

2.2.4. Organisation et résumé des données

Le processus de recensement bibliographique a identifié 48 études, dont 34 ont été
considérées comme inconvenable pour étre incluses dans la méta-analyse. A partir
des études incluses, 37 différents modéles ont été extraits et introduits dans une base
de données qui contenait le type d'étude (essai d'observation clinique, étude de
cohorte), origine (pays), le nombre de vaches et de troupeaux étudiés, la production
laitiere moyenne , la méthode statistique utilisée (régression logistique, régression de
Poisson ou régression mixte), lI'expression du risque (OR ,RR et HR), le métabolite
utilisé (BHB et AGNE), le seuil utilisé, la semaine du péri-partum, le nombre de
prélevements d'échantillons par vache, la nature du modele signalé (uni ou multi-
variable), la prévalence, la valeur du risque, son intervalle de confiance a 95 %, la
moyenne , erreur standard et I’ écart-type. Puisque HR, OR ou RR étaient utilisées
dans diverse analyses, le terme « risque » désigne les présentes conditions quand au
moins deux d'entre elles ont été utilisés dans la méta-analyse.

De nombreux modeles ont été retenus dans chaque publication, et les choix de ces
modeles sont fondés sur des données brutes au niveau de la méme vache et les
modérateurs inclus (tableau 5) : métabolite utilisé dans le test et le temps (AGNE, BHB,

post-partum ou pré-partum) et la fréquence de test.
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2.2.4. Procédure de la Meta-analyse

Toutes les analyses ont été effectuées dans le logiciel R (version 3.2.3 ; Base de R
pour les calculs statistiques, Vienne, Autriche) en employant les paquets statistiques
de Meta (version 4.3-2 ; [353]) et Metafor (version 1.9-5 ; [354]). Un modéle a un effet
aléatoire a été conduit au premier temps afin d’estimer l'effet logarithmique, son
intervalle de confiance de 95%, et sa signification statistique. L’hétérogénéité des
résultats a été estimée en utilisant x? de I'hétérogénéité (Q-test de Cochrane) et I2 pour
évaluer la prétention de I'effet fixe. L'index 12 décrit le pourcentage de la variabilité
totale a travers des études due a I'hétérogénéité. Une valeur de 12 supérieure a 75%
signifie une hétérogénéité moyenne ou haute [269].

Si une hétérogénéité est constatée (I> > 75%), une analyse de méta-régression
(modele a effet mixte) est exécutée pour explorer les sources d'hétérogénéité en
utilisant la taille individuelle d'effet logarithmique pour chaque épreuve comme
résultats. Des variables de modérateur incluses dans la méta-régression et leurs
niveaux ont été choisies a priori en se basant sur la relation logique, théorique, et
relation empirique précédente entre les métabolites et les performances de

reproduction et les troubles de la reproduction. Le modéle mixte suivant a été employé:
0j=vo+ v1 X mod + g;

vo est l'effet attendu pour une étude quand le modérateur est nul, y; I'effet fixe, mod
est le modérateur introduit et gj la variance.

Plusieurs modeles sont rapportés a partir de leur hétérogénéité. Le modele fixe est
appligué pour des études homogénes. Ainsi, pour tous les effets fixes de méta-
analyse, nous avons supposé que les valeurs de l'effet étaient les mémes pour toutes
les études et toute différence observée est liée a la variation de I'échantillonnage. Pour
une interprétation plus facile, il peut étre utile de transformer I'effet logarithmique des
résultats observés dans la méta-régression a I'échelle de risque relatif par
exponentiation [270]. Pour chaque parametre étudié, des graphes forestiers ‘forest
plots’ ont été produits pour afficher les effets estimés (logarithme de risque) pour
chacune des études pertinentes avec une estimation sommaire globale (OR) générée

a partir de la méta-analyse. Les intervalles de confiance correspondant a 95 % (IC
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95%) sont montrés a c6té de 'OR. Les biais des études ont été étudiés pour chaque
méta-régression a l'aide du graphe en entonnoir avec les valeurs de I'effet (sur I'axe
des abscisses) et une mesure de précision de I'étude (généralement I'erreur standard

des valeurs de l'effet sur I'axe des ordonnées).

Tableau 5 : Définition des modérateurs décrits dans la bibliographie et dans les méta-
régressions.

Modérateur type valeur Description
Type de test et temps  catégorique BHB-post BHB élevé au post-
partum
AGNE-post AGNE élevés au post-
partum
Fréquence de test Catégorique Tous les deux BHB ou AGNE élevés
dans la 1°¢ et la 2¢me
semaine.
une Un seul test, BHB ou

AGNE élevés dans
une seule semaine
(dans la 1% ou la 2¢me

semaine)

L’'une ou l'autre Deux tests, BHB ou
AGNE élevés dans la

1% ou la 2™ semaine
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2.3. Résultats

Le tableau 6 récapitule les études incluses dans la méta-analyse. Le nombre de
troupeaux varie de 3 a 528 troupeaux, le nombre de vaches varie de 213 vaches a
2290 (tableau 6). Les taux seuils utilisés s'étendent de 0.96 a 1.4 mmol/L pour le taux
de BHB au post-partum [7, 8, 10, 24, 28, 140, 198] et de 0.33 a 1 mmol/L pour le taux
de AGNE au post-partum [4, 24, 198]. Les seuils utilisés pour les AGNE au pré-
partum était de 0.27 a 0.4 mmol/L [4, 9, 268, 271, 272]. La méta-régression a montré
qu'il existe peu de biais pour les études incluses comme l'indique le graphe en
entonnoir pour le taux de réussite de la premiére insémination artificielle (TR1IA) et la

cyclicité ovarienne (CO) (figure 5).



Tableau 6 : Description de chaque étude incluse dans la méta-analyse.
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Origine!  Type Nombr  Nombr temps?® Test Seuil Niveau de La
Etudes d’étud ede edes vache(%) Production
e troupe vache laitiere (305)
2 aux S
LeBlanc et al CA Et 20 138 4a 10 AGNE 0.5 NA NA
[271] JAVP
Walsh et al [7] CA Et 25 796 21JAVP BHB la 13-42 7,000 &
et7a 63 1.4 10,000
JPP
Duffield et al us Eob 25 1010 1-14JPP BHB 0.6a NA 8,211.5
[28] 2 +201.4 2
8,639.2
+195.2
Quiroz-Rocha CA Et 20 990 7a1l AGNE 0.3 NA NA
etal [272] JAVP
Dubuc et al us, CA Eob 3 1363 7a1 AGNE 0.6 a 17 NA
[268] JAVP 1.1
la 21 BHB 1.3-
JPP 1.5
Ospina et al us Coh 91 2290 14-2 AGNE 0.33a NA 12,197 et
[24] JAVP et 0.72 12,572
3-14 JPP BHB 0.7- NA
1.2
Ospina et al us Coh 100 2758 14-2 AGNE 0.2a NA NA
[8] JAVP et 1.02
3-14 JPP BHB 0.8a
1.4
Chapinal et al us, CA Eob 55 2,365 10-4 AGNE 0.3a 26 NA
[273] JAVP et 1.0
la21
JPP
Dubuc etal [4] US, CA Eob 6 2134 7JAVP  AGNE 0.4- 17 11,571 %
et 0.9 2,437
la
21 JPP
McArt et al us Eob* 3 751 3-16 BHB 1.20 20 NA
[10] JPP
Ribeiro et al
[198] us Eob 69 771 7-14 AGNE 0.70 20.0 6000**
JPP BHB 0.96 35.4
Suthar et al EU Eob 528 5884 2-15 BHB l2a 21.8 NA
[31] JPP 1.4
Shin et al [6]
SK Eob 4 213 7-14 BHB 1.20 27.7 NA
JPP

10rigine : US = Etats-Unis ; CA = Canada ; SK = Corée du Sud ; EU : Europe. ?Type de I'étude : Eob: Etude observationnelle,
Eob*: étude d'observation d' une partie d'un essai clinique, Coh: étude de cohorte, Et: essai clinique. 3Temps: JAVP, jours avant

le vélage présumé ; JPP, jours post-partum. ** rendement annuel de la production laitiére.
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Tableau 7 : Résultats de la méta- régression des effets des taux élevés des AGNE et BHB sur
TR1IA et CO.

Statistiques Effets mixtes

descriptives

N Moyenne Estimation (ES?) 95% IC 12 (%) X2 (df)

I S

Aucun 10 0.615 (0.165) -0.523(0.083) *** -0.686 a -0.359 82.89 55.790 (9)***
modérateur
Intercepté - - -0.368 (0.078) *** -0.522 a2 -0.213 65.52 22.539 (8)**
Test=AGNE- 4 0.524 (0.101) -0.369 (0.119) ** -0.603 2 -0.135
Post
Test=BHB- 6 0.703 (0.155) Référence
iost
Aucun 7 0.991 (0.466) -0.128 (0.232)~ -0.584 a 0.327 90.94 47.524 (6)***
modérateur
intercepté - - 0.333 (0.176)* -0.012 2 0.679 70.92 13.163 (5)*
NO =I¢ ou le 4 0.682 (0.383) -0.889 (0.263)*** -1.406 & -0.372
2éme
NO =un 3 1.403 (0.116) Référence

***P < 0.0001; **P < 0.001; *P < 0.05; "P < 0.10.
1ET : Ecart Type.
2ES : Erreur Type ?

4.1. Taux de réussite a la premiére insémination artificielle (TRIA-1)

L'association entre des taux élevés en AGNE et BHB et TRIA-1 a été rapportée dans
10 modéles de 3 publications [7, 10, 198]. Le risque brut (Moyenne + écart type) de
TRIA-1 des vaches ayant des taux élevés en AGNE et BHB a été de 0.615+0.165 et il
a été de 0.703 £0.155 chez des vaches ayant des taux élevés en BHB au post-partum.
Ce risque brut a été de 0.524 + 0.101 chez des vaches ayant des taux élevés en AGNE
au post-partum. L'hétérogénéité de I'ensemble des données est élevée (I1° = 82.89 %)
et le score de x? est de 55.790 sur 9 degrés de liberté (P 0.0001). L'interception du
logarithme de I'effet dans le modéle aux effets aléatoires est de -0.523 (SE = 0.083;
P 0.001), ce qui signifie un OR combiné de 0.592. L'inclusion du modérateur "type de
test" a réduit I'nétérogénéité a 65.52 % (tableau 7; figure 6). Ce modérateur est
significatif (x*> le modérateur = 9.564, P = 0.002) suggérant que le type de test
(AGNE/BHB) et influence le TRIA-1.
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La valeur de risque correspondant a TRIA-1 est plus important de 0.691 (P=0.001)
chez les vaches ayant des taux élevés en AGNE post-partum que chez des vaches
ayant uniqguement des taux élevés de BHB au post-partum. L'hétérogénéité des
données des vaches avec des taux élevés des AGNE post-partum est faible (1> = 22.20
%) et le score de x? est de 3.637 sur 3 degrés de liberté (P > 0.05). Le logarithme de
I'effet dans le modeéle a effet fixe de TRIA-1 des vaches qui ont des taux élevés en
AGNE post-partum est de -0.749 (P0.0001), ce qui signifie un OR combiné de 0.472.

2.3.1. Cyclicité ovarienne au post-partum (CO)

L'association entre des taux élevés en AGNE et BHB et la CO est rapportée dans 7
modéles et dans deux études [4, 198]. Le risque brut (moyenne + écart type) de CO
chez des vaches ayant des taux élevés en AGNE et BHB est de 0.991 + 0.466 et est
de 0.682 + 0.383 chez des vaches au-dessus du seuil durant la 1 semaine ou la
2¢me gemaine. Ce risque est de 1.403 * 0.116 chez des vaches au-dessus du seuil
durant une semaine uniqguement. L'hétérogenéité de I'ensemble des données est trés
élevée (1> =90.94 %) et le score de x? est de 47.524 sur 6 degrés de liberté (P 0.0001).
L'interception du logarithme de l'effet dans le modéle aux effets aléatoires sans
modérateur est de -0.128 (erreur type = 0.232, P=0.10), ce que signifie un OR de
0.879. L'inclusion du modérateur "fréquence du test" a réduit I'hétérogénéité a 57.39%
(tableau7). Le modérateur "fréquence du test (“Un”/“I'un ou l'autre”) (Coefficient=2)
est significatif (Qmodérateur = 11.379, P = 0.0007). Les vaches diagnostiquées avec des
taux sériques élevés en AGNE ou BHB durant une des deux semaines ont une chance
plus élevée de 59% (OR=0.411, 95 % CI = 0.245 a 0.689, P 0.0001) pour la CO que
des vaches diagnostiquées avec des taux sériques élevés en AGNE ou BHB une fois

uniquement (figure 7).
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2.3.2. Intervalle vélage-insémination fécondante

Le HR pour l'intervalle vélage-insémination fécondante (IV-IF) chez les vaches avec
des taux sériques élevés en AGNE ou BHB est rapporté dans 6 modeéles et dans 3
études [7, 24, 10]. Il a été conduit en utilisant une méta-analyse de survie de temps
via le paquet "Meta". L'hétérogénéité de I'ensemble des données est élevée (1> =76.8
%) et le score de x? est de 21.590 sur 5 degrés de liberté (P =0.0006). Le HR est de
0.771 [95 % CI (0.611 a4 0.972), P=0.028] pour le modéle aux effets aléatoires. Aucun
résultat significatif n’a été observé pour l'inclusion des modérateurs dans la méta-

régression pour I'lV-IF.

2.3.3. Endométrites

L'association entre des taux élevés en AGNE et BHB et les endométrites est rapporté
dans 11 modeles et dans 6 études [6, 8, 28, 31, 268, 273]. L'hétérogénéité de
I'ensemble des données est basse (I = 9.4 %) et le score de x? est de 11.030 sur 10
de degrés de liberté (P =0.355). L'OR combiné, représenté par un diamant au fond du
graphe dans la figure 8, est de 1.910 (95 % CI1 1.720 a 2.122) pour le modele a effet
fixe et est de 1.912 (95 % CI 1.701 a 2.151) pour le modéle aux effets aléatoires. Le P
dans les deux modéles est inférieur a 0.0001.

2.3.4. Rétention placentaire

L'association entre des taux élevés en AGNE et BHB et la rétention placentaire est
rapportée uniqguement dans 3 modeles et dans 3 études incluses [271, 274, 273].
Aucune hétérogénéité n’'a été observée dans I'ensemble des données (12 = 25.1 %) et
le score de x? est de 2.670 sur 2 degrés de liberté (P = 0.263). L'OR combiné est de
1.479 (95 % CI 1.222 &4 1.791, P0.001) pour le modele a effet fixe et est de .514 (95 %
Cl 1.194 a 1.920, P=0.0006) pour le modéle aux effets aléatoires.
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Figure 5: Graphe en entonnoir pour évaluer le biais possible des études incluses
correspondant a la meta-régression exécutée pour l'effet des taux élevés des AGNE et BHB
sur le TR-1IA (graphe a gauche) et la CO (graphe a droite).

Etude Test Log risque [95% IC]
Walsh et al [7] BHB-post : ' | -0.76 [-1.01, -0.51]
Walsh et al [7] BHB-post | : -0.19[-0.46,0.09 ]
Walsh et al [7] BHB-post g -0.31[-0.54,-0.09 ]
Walsh et al [7] BHB-post I » i -0.51[-0.76,-0.26 ]
McArt et al [10] BHB-post — -0.11[-0.31,0.09 ]
Ribeiro et al [197] AGNE-post — -0.87[-1.03,-0.70]
Ribeiro et al [197] AGNE-post — -0.76 [ -0.95, -0.57 ]
Ribeiro et al [197] BHBA-post —— -0.37[-0.59, -0.15 ]
Ribeiro et al [197]  AGNE-post —_— -0.65[-0.86,-0.45]
Ribeiro et al [197] AGNE-post g -0.65[-0.86, -0.45 ]
I I I I

-1.50 -1.00 -0.50 0.00 0.50
Résultats observés

Figure 6: Graphe Forestier pour le TRIA-1. Des ajustements ont été réalisés pour le
modérateur "type de test".
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Etude Fréquence de test Log OR [95% ClI]
Dubuc et al [268] Une I 0.25 [0.00, 0.50]
Dubuc et al [268] Une —— 0.31[0.05, 0.57]
Dubuc et al [268] Une — 0.44 [0.19, 0.69]
Ribeiro et al [197] L'une ou l'autre . -1.08 [-1.59, -0.57]
Ribeiro et al [197] L'une ou I'autre N — -0.84 [-1.39, -0.29]
Ribeiro et al [197] L'une ou l'autre — | -0.45 [-0.94, 0.04]
Ribeiro et al [197] L'une ou l'autre ' . 0.28 [-0.35, 0.91]
I T T T T 1

-200 -1.50 -1.00 -0.50 0.00 0.50 1.00
Résultats observés

Figure 7 : Graphe forestier représentant les études incluses dans la méta-analyse
pour évaluer I'effet combiné du CO.

Etude Risque 95%-IC %P(fixe) %P(aléatoire)
Ospina et al [8] . 2.30 [1.05; 5.00] 1.83 2.23
Ospina et al [8] : 17.00 [2.07;139.14]  0.25 0.31
Chapinal et al [273] o 1.70 [1.12; 2.56] 6.54 7.54
Chapinal et al [273] - 1.80 [1.29; 2.50] 10.14 11.21
Duffield et al [28] S 3.35 [1.55; 7.24] 1.85 2.27
Duffield et al [28] ' 2.50 [1.10; 5.66] 1.65 2.02
Dubuc et al [268] el 1.59 [1.07; 2.35] 7.18 8.22
Dubuc et al [268] a 1.86 [1.31; 2.63] 9.07 10.15
Suthar et al [31] ' 1.70 [1.38; 2.08] 26.80 24.86
Suthar et al [31] : 2.10 [1.74; 2.52] 32.59 28.63
Shin et al [6] N 2.55 [1.23; 5.25] 2.10 2.56
Modele a effet fixe 191 [1.72;2.12] 100% -
Modeéle aux effets aléatoires i 191 [1.70;2.15] - 100%
Hétérogénéité: 1°=9.4%,

[ [ [ |

0.01 0.1 1 10 100

Figure 8 : Graphe forestier des études incluses dans la méta-analyse pour évaluer
I'effet combiné des taux élevés en AGNE et BHB sur les endométrites.
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2.4. Discussion

La présente méta-analyse a été conduite pour étudier l'association entre des taux
sériques élevés des AGNE/BHB chez des vaches laitieres durant la période de
transition et les performances de reproduction d’une part et les troubles liés a la
reproduction d’autre part. Malgré le petit nombre d'études incluses dans la présente
méta-analyse, la base de données créée apres I'assemblage des études éligibles a
fourni de puissants résultats statistiques. La majeure partie des résultats (concernant
TRIA-1 et la CO) utilisés dans le modele de régression logistique dans les études
incluses sont les rapports des cotes (OR). Ospina et al [8] et McArt et al [10] ont utilisé
le risque relatif (RR) comme un résultat des variables dépendantes. La différence entre
'OR et RR est généralement faible dans une méta-analyse comme montré par
Raboisson et al [32]. Le RR et 'OR peuvent étre considérés interchangeables dans

une mesure de changement relatif d’'un risque d'un événement.

Nous nous sommes attendus aux impacts des taux sériques élevés en AGNE et BHB
sur les performances de reproduction pour trois parametres : TRIA-1, CO et IV-IF. Les
trois parametres avaient une haute hétérogénéité au niveau des résultats, ce qui a
nécessité un modéle aux effets aléatoires avec soumission a une meéta-réegression
(des modéles a effet mixte) a I'exception de I'lV-IF. Nous n’avons, cependant, pas
constaté une amélioration de I'hétérogénéité pour ce paramétre avec les différents
modérateurs inclus. Cette variable peut étre fortement affectée par la gestion

d’élevage notamment pour la période d'attente volontaire ou la détection d'cestrus.

Néanmoins, les résultats de la méta-régression ont montré un ajustement modéré du
risque du TRIA-1 et CO. Le modérateur explicatif pour le TRIA-1 est le type de test
(AGNE/BHB). Des taux seériques élevés en AGNE et BHB ont été, en effet, identifiés
comme des facteurs de risque pour le TRIA-1. Les vaches qui ont montré des taux
circulants élevés en BHB et en AGNE durant les deux premieres semaines de lactation
ont une probabilité réduite de gestation a la premiéere insémination. L’utilisation d’un
test de dosage des AGNE au lieu d'un test pour le BHB est plus significatif pour le
TRIA-1. Des concentrations élevées en AGNE se sont avérées une mesure plus
précise que celle des corps cétoniques [48]. Plusieurs études ont montré que
I'existence de taux élevés en AGNE au post-partum a comme conséquence un plus

grand risque pour le TRIA-1 que I'existence de taux élevés en AGNE au pré-partum et
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des taux élevés en BHB au post-partum [4, 8, 276, 198]. Les vaches ayant des taux
elevés en BHB et AGNE durant la premiéere ou la deuxieme semaine post-partum (I'une
ou l'autre semaine) ont un taux réduit de CO par rapport a celles ayant des taux élevés
en BHB et AGNE une semaine uniquement (P<0.0001). Cela signifie qu'un seul
échantillonnage pourrait sous-estimer le risque des taux élevés en AGNE et BHB sur
la CO. Les risques sont probablement sous-estimés car ce ne sont pas toutes les
vaches avec des taux élevés en AGNE et BHB qui ont été identifiées dans les études.
Si le test est réalisé une seule fois par semaine une vache pourrait potentiellement
développer et résoudre une CSC entre les intervalles du test [10]. Il apparait ainsi
gu’'une recherche sur l'effet de I'ampleur et la durée de I'hyper-acétonémie sur les
performances de la reproduction est meilleur par I'utilisation cumulative du BHB et des
AGNE.

En dépit de I'hétérogénéité élevée et de I'absence des modérateurs a inclure, les taux
élevés en AGNE et BHB ont été associés aux retards de gestation (P=0.028) dans des
modeles aux effets aléatoires. La fécondité chez la vache est un résultat de pratiques
d’élevage [7, 24] liée intimement a la gestion de I'’éleveur notamment en ce qui
concerne la période d’attente et la qualité de détection de I'cestrus.

Pour les endométrites, les résultats obtenus suggerent que des taux élevés en AGNE
et BHB sont identifiés comme des facteurs de risque (OR combiné = 1.91; P<0.0001).
De méme que nos constatations, Raboisson et al [32] ont observé que I'hétérogénéité
n’est pas significative et les vaches avec des taux élevés en AGNE et BHB présentent
un risque 1.94 fois plus élevé de développer des endométrites. En effet, une
concentration élevée en AGNE est nocive au bon fonctionnement des neutrophiles et
a la santé utérine [222]. Les taux élevés en AGNE sont aussi directement liés au
développement du stress oxydatif et aux réponses inflammatoires non controlées [278]
a cause de l'immunodépression durant la période du post-partum. De méme, il est
rapporté que les leucocytes des vaches cétosiques ont des potentiels chimiotactiques
inférieurs a ceux des vaches non-cétosiques [151].

Parce que la RP se produit dans les 24 heures apres le vélage, seuls les
concentrations en métabolites durant les semaines pré-partum peuvent étre
considérées comme prédicteurs pour cette maladie [273]. En effet, des taux élevés en
AGNE au prépartum sont associés a un risque plus élevé (P <0,0001 pour le modele

a effet fixe et P = 0,0006 pour le modéle aux effets aléatoires) de la RP.
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Il apparait ainsi, que les vaches mal adaptées au début de la lactation [48] peuvent
rencontrer des troubles métaboliques [45] et physiologiques [182] ainsi que de
I'hypercétonémie. En dépit des données sur I'association entre le BEN et la CO, TRIA-
1, IV-IF et la santé de l'utérus, les mécanismes sous-jacents restent encore a
identifier, mais les mécanismes les plus probables seraient liés a un affaiblissement

du métabolisme énergétique et a un systeme immunitaire déprimé.

2.5. Conclusions

De I'ensemble des résultats générés nous pouvons retenir que :

1) Les taux sériques élevés en AGNE et BHB au post-partum semblent affecter le
TRIA-1 avec des valeurs plus prédictives pour les AGNE que pour le BHB; 2) les taux
élevés en AGNE et BHB au péri-partum sont responsables d’une diminution de la
cyclicité ovarienne. Cependant un échantillonnage moins fréquent pourrait sous-
estimer leur valeur prédictive ; 3) les effets des taux élevés en AGNE et BHB durant la
période de transition affectent la santé utérine en augmentant le risque des
endométrites et de la RP. Des études ultérieures pourraient évaluer I'effet des taux
élevés en AGNE et BHB sur les autres troubles de la reproduction tels que les kystes

ovariens.
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CHAPITRE 3
TAUX ELEVES DE B-HYDROXYBUTYRATE ET/OU DES
ACIDES GRAS NON ESTERIFIES AU POST-PARTUM ET LEUR
ASSOCIATION AVEC LES METABOLITES PLASMATIQUES,
L'ETAT CORPOREL ET LES PERFORMANCES DE
REPRODUCTION CHEZ LA VACHE LAITIERE

3.1. Introduction

Le début de lactation est une période cruciale pour la vache laitiere au cours de
laquelle la plupart des changements métaboliques dramatiques sont susceptibles
de se produire [279]. Les vaches incapables de s'adapter a ce moment difficile sont
plus disposées a un BEN [48] et mobilisent plus de réserves adipeuses [145] en
libérant plus des AGNE [280]. Le foie prend en charge la grande partie des AGNE
et il peut les oxyder completement pour la production d'ATP, les exporter sous
forme de lipoprotéines, ou bien les oxyder partiellement en corps cétoniques et en
particulier en BHB [73]. Dans la littérature récente, les AGNE et le BHB sont tous
les deux utilisés comme marqueurs du bilan énergétiqgue négatif pendant le post-
partum [33, 45, 273] ou de la cétose sub-clinique [127, 277], cependant il s'avere
gue ces deux bio-marqueurs ne peuvent pas étre utilisés de facon interchangeable
[33]. Lorsque les vaches ont un BEN excessif en terme d’'importance, de durée et
de timing [45], elles mobilisent des AGNE avec une quantité plus élevée que la
capacité hépatique [48] induisant ainsi une stéatose hépatique [43]. En
conséquence cette accumulation excessive de graisses dans le foie altere la
fonction hépatique [73] avec augmentation considérable des concentrations du
BHB [145]. Plusieurs études ont montré que les concentrations élevées en AGNE
ou en BHB pendant les périodes pré- et post-partum sont les principaux facteurs
de risque pour prédire les troubles de la santé [4, 25] et les performances de
production [28, 9, 26] et de reproduction [24, 198]. Dans ces études, les auteurs
ont considéré I'élévation de I'un de ces bio-marqueurs comme un indicateur de
CSC ou du BEN. Récemment, McCarthy et al [33] ont signalé une faible corrélation
entre des concentrations en AGN et en BHB, ce qui suggere que des

concentrations élevées d’un des deux métabolites ne doivent pas étre extrapolées



60

pour suggérer des concentrations élevées de l'autre. Dans une méta-analyse
réalisée par Abdelli et al [281], les auteurs ont signalé que les vaches ayant des
concentrations élevées en AGNE ont été de 32% moins susceptibles de concevoir
a la IA1 (PR / 1A1) que les vaches ayant des concentrations élevées en BHB au
post-partum. Dans la méme étude, les auteurs ont également indiqué que
l'inclusion du test (AGNE / BHB) comme modérateur dans la méta-régression a
réduit I'nétérogénéité de 12% dans les résultats de PR/IA1 [281].

A la lumiére des faibles corrélations entre les concentrations en AGNE et en BHB
observées dans I'étude de McCarthy et al [33], ainsi que les données de Abdelli et
al [281], les résultats de la reproduction paraissent dépendre du test utilisé AGNE
ou BHB; Nous supposons que les vaches ne présentant pas une cyclicité ou
n’ayant pas congu a la IA1 ont au moins une concentration élevée de l'un et/ou
l'autre des bio-marqueurs au post-partum indiquant une plus grande sévérité du
BEN ou de la CSC [282]. L'objectif de cette étude est donc d'évaluer les
concentrations élevées en AGNE et BHB au post-partum, combinés ou sépares,
par rapport a la réussite a la IA1 (P / Al), de la cyclique de la vache, la NEC et un
nombre de métabolites.

3.2. Matériel et méthodes

3.2.1. Animaux

Les données utilisées dans cette étude et les sérums sont obtenues a partir des
echantillons prélevés au cours d'une étude publiée pour déterminer I'effet des profils
métaboliques sur les performances de reproduction chez les vaches Montbéliarde au
post-partum [355]. Brievement, 50 vaches Montbéliarde de deux fermes de la région
de Tizi-Ouzou ont été suivies pendant 6 mois. La production moyenne quotidienne de
ces vaches est de 25 kg/j. Pendant la période d'étude, les vaches ont recu le fourrage
vert (le tréfle) et du foin sec en hiver et le fourrage de prairie au printemps associé au
foin de vesce d'avoine. Selon la production, la ration de base est complétée
individuellement avec du concentré commercial (18% de protéines brutes digestibles),
ainsi que des grains de mais broyé, du tourteau de soja, de I'orge et d’'un mélange de

vitamines et de minéraux.
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3.2.2. Prélevement du sang et estimation de la NEC

Les fermes sont visitées toutes les deux semaines le méme jour et au méme moment.
Les échantillons sanguins en vue du dosage des métabolites énergétiques,
protéigues, minéraux et de progestérone (P4) sont prélevés au matin avant la
distribution alimentaire entre 15 et 52 jours post-partum (JPP). Le sang est recueilli a
partir de la veine coccygienne dans des tubes a vide de 10 ml, I'un contenant de
I'héparine au lithium et l'autre sans anticoagulant. Les échantillons sont refroidis
immédiat et centrifugés a 1400x g pendant 10 min dans les 5 heures suivant le
prélevement. Le sérum ou le plasma sont alors prélevés avec une micropipette 1000
ML et placés dans un microtube de 2 mL qui est immédiatement conservé a -20°C
jusqu’a analyse. Les vaches ont été considérées comme ayant une concentration
élevée en AGNE et en BHB si la concentration est =0.70 Mmol/L [198] et =1.2 Mmol/L
[24], respectivement. NEC a été évaluée, a chaque collecte de sang et au moment
vélage, sur une échelle de scores allant de 1 & 5 (1 = cachectique; 5 = obése) avec
une precision de % point, en utilisant la technique visuelle développée par Edmonson
et al [283]. Deux variables sont ainsi générés de NEC, ainsi, ont une importance : la

NEC au vélage et la perte de NEC pendant le premier mois de lactation.

3.2.3. Mesures des métabolites et la progestérone

Le plasma est utilisé pour la détermination des AGNE, BHB, glucose, cholestérol total,
triglycérides (TG), urée, protéines totales, aspartate aminotransférase (AST), y-
glutamyltransférase (yGT), alanine aminotransférase (ALT), calcium, sodium,
potassium et le phosphore. Tous les métabolites du sang, a I'exception des AGNE et
du BHB, ont été déterminés par un procédé enzymatique dans un auto-analyseur
(Cobas 6000, Roche Hitachi, Mannheim, Allemagne) au niveau d’un laboratoire privé
utilisant des kits commerciaux. Les coefficients de variation intra et inter-essai étaient
<5% pour chaque essai.

La concentration du BHB (mmol / L) a été mesurée a l'aide d'un dispositif portatif
(Precision Xceed®, Abbott Laboratories, Abbott Park, IL). La sensibilité et la spécificité
de cet appareil chez les bovins sont de 85 a 90% et de 94 a 98%, respectivement

[106]. En raison du manque de réactifs, la concentration plasmatique des AGNE est
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mesurée une seule fois (au 30 JPP) en utilisant un dispositif portatif (DVM-NEFA ;
Veterinary Diagnostics, Newburg, Wisconsin, USA). La sensibilité et la spécificité du
test DVM-NEFA est de 84% et 96%, respectivement [120].

La progestérone est mesurée par ELISA (Elecsys 2010, Roche Diagnostics GmBH,
Mannheim, Allemagne) en utilisant un kit ECL de progestérone humaine. Ces kits
humains peuvent étre utilisés pour la mesure de la P4 dans le sérum bovin. Les

coefficients de variation inter et intra-essai sont de 16,6% et 6,7% respectivement.

3.2.4. Détermination de la CO et diagnostic de gestation

Un diagnostic de gestation est réalisé par échographie transrectale chez toutes les
vaches 30 jours aprés I'lA. Les vaches diagnostiquées gestantes sont réexaminées
par palpation transrectale 35 jours plus tard. Les données de progestérone ont été
dichotomisées en utilisant un seuil de 1 ng / mL pour indiquer la présence d'un corps

jaune actif. La cyclicité ovarienne a été vérifiée a 52 JPP.

3.2.5. Analyses statistiques

Des analyses statistiques ont été effectuées par SAS (version 9.1.3, SAS Institute Inc.,
Cary, NC). Les concentrations plasmatiques des métabolites sont considérées comme
variables continues. Chaque variable de ces métabolites a été testée pour la normalité
en utilisant le PROC UNIVARIATE (SAS Inst. Inc). Si la variable ne présente pas une
distribution normale, des ajustements tels que des transformations logarithmiques, les
racines carrées et les carrées sont utilisés pour normaliser les variables.

Les parameétres d’intéréts pour la fertilité sont la cyclicité ovarienne au 52 JPP et
PR/AIL. Les résultats normalisés et toutes les autres variables sont analysés comme
des mesures répétées en utilisant une procédure de modéle mixte (PROC MIXED,
SAS Inst., Cary, NC). Pour estimer l'effet du jour d'échantillonnage sur les mesures,
nous avons utilisé le modele suivant:

Yx = + Si+ €

Yjj est la variable dépendante pour la vache (x) dans I'échantillon (j), 4 est la moyenne
globale, S, est I'effet fixe des mesures répétées dans le temps, et g4 est I'erreur. Pour
chaque variable analysée, les vaches ont été soumises a trois structures de

covariance: composée symétrique (CS), autorégressive d'ordre 1 (arl) et covariance
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non structurée (UN). Les Effets fixes sont le traitement, le jour et leur interaction, alors
que l'effet aléatoire sont les vaches.

De plus, un modéle linéaire général mixte a été adapté en utilisant la procédure MIXED
de SAS (effet aléatoire de la vache) pour évaluer I'effet du test utilisé (AGNE/BHB) sur
la perte de la NEC (dNEC).

La sensibilité et la spécificité du diagnostic, avec des intervalles de confiance de 95%
(IC) et I'exactitude des tests de la BHB, des AGNE seuls ou en association ont été
calculées pour détecter les vaches non cyclique et non gestante en utilisant Win
Episcope 2.0. Une courbe de profil de la NEC et un diagramme en baton de la perte
de la NEC (dNEC) ont été réalisés en utilisant le logiciel Prism 6.07 (GraphPad
Software, Inc. La Jolla, CA USA).

3.3. Résultats

L'incidence globale de la cétose sub-clinique a 30 JPP est de 30% et 62% pour les
vaches ayant un taux élevé en BHB et en AGNE respectivement a 30 JPP. Toutes
les vaches, a I'exception d’une, qui ont une concentration €levée en BHB ont montré
une élévation des AGNE (93,33%).

3.3.1. Métabolites
Les vaches ayant simultanément des taux élevés en AGNE et en BHB ont tendance
a présenter des concentrations élevées de cholestérol de 30 a 52 JPP par rapport aux
vaches saines (SAINE). Toutefois, lorsque les AGNE sont les seuls a étre éleves,
nous n'avons pas observeé d’effet significatif sur les concentrations de cholestérol et
de triglycérides par rapport aux vaches saines (tableau 8). Les vaches ayant des
concentrations élevées en AGNE et BHB simultanément ont eu tendance a présenter
des concentrations élevées en urée de 30 et 41 JPP comparativement aux vaches
saines et a 52 JPP comparativement aux vaches saines et aux vaches ayant
uniguement un taux élevé en AGNE. Les vaches ayant au méme moment des AGNE
et BHB élevés ont montré une tendance a exprimer des concentrations élevées en
AST a 15, 30, 41 JPP eten ALT a 41 JPP et ceci par rapport aux vaches saines et aux
vaches ayant seulement des AGNE élevés. Nous avons observé un effet significatif
du temps d'échantillonnage sur le glucose, le cholestérol et 'AST. Par contre, il n'existe

aucune interaction groupe x temps pour tous les métabolites plasmatiques. De méme,
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gu'aucun effet significatif (p>0.05) n’est observé pour le groupe, le temps
d'échantillonnage et les interactions groupe x temps pour yGT, l'albumine, les

protéines totales, calcium, phosphore, potassium, magnésium et sodium.

Tableau 8 : Comparaison des moyennes des moindres carrés (MMC) et I'erreur-type (ET) des
métabolites plasmatiques des vaches ayant des concentrations élevées en AGNE et BHB
simultanément (DEUX) ou ayant des concentrations élevées uniguement en AGNE (AGNE-
E) et des vaches saines (SAINE) au 30, 41 et 52 JPP.

Métabolites groupe MMC ET p!
di5s d30 d41 d52 Groupe Temps G*T?
Glucose DEUX 0.651 0.652 0.657 0.655 0.031 0.951 0.009 0.988
AGNE-E 0.664 0.666 0.669 0.668 0.029
SAINE 0.656 0.660 0.664 0.663 0.026
Cholestérol DEUX 1.743 1.777a 1.792a 1.799a 0.091 0.149 <0.0001  0.657
AGNE-E 1.589 1.616ab 1.620ab 1.632ab 0.110
SAINE 1.495 1.513b 1.525b 1.526b 0.105
Triglycérides DEUX 0.216a 0.214a 0.213a 0.215a 0.016 0.083 0.869 0.885
AGNE-E  0.175ab 0.176ab 0.175ab 0.176ab 0.015
SAINE 0.171b 0.169b 0.168b 0.166b 0.014
Urée DEUX 0.344 0.351a 0.347a 0.354a 0.026 0.171 0.199 0.422
AGNE-E 0.306 0.305ab 0.305ab 0.308b 0.031
SAINE 0.271 0.275b 0.272b 0.271b 0.033
AST DEUX 97.93a 99.21a 104.85a 104.43 5.624 0.519 0.681 0.799

AGNE-E 85.23b 84.88b 82.14b 96.58 4.646
SAINE 91.27ab 84.05b 80.50b 84.39 3.643

ALT DEUX 36.973 37.738 38.932a 38.279 2.858 0.373 <0.0001 0.239
AGNE-E 34.422 34.904 35.199b 35.315 3.495
SAINE 39.459 39.963  40.036b 40.572 3.324

lvaleur de p est significative lorsque p<0.05
2 G*T : interaction groupe temps
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3.3.2. Profil et perte du NEC

Pour la NEC, TANOVA aux mesures répétées a révelé une tendance a des effets

significatifs du groupe (P = 0,01), du temps (P <0,0001) et de linteraction groupe-
temps (P <0,0001) (figure 9A). La NEC au moment du vélage est plus élevée chez les
vaches ayant présenté des AGNE et BHB élevés comparativement a celles présentent
uniqguement des AGNE élevés ou les vaches saines. Cependant, la NEC au 41 JPP
est plus élevée chez les vaches saines que chez les vaches ayant des AGNE et BHB
élevés simultanément ou avec uniquement des AGNE élevés. De méme, les vaches
avec des taux élevés simultanément en AGNE et BHB ou uniquement un taux élevé
en AGNE perdent plus de NEC pendant le premier mois de lactation que les vaches

saines (figure 9.B).

p<0.0001

- p<0.0001

dNEC

DEUX AGNE-E SAINE

T T T T T
0 15 30 41 52

jours relatifs au vélage Catégories des vaches

Figure 9. A: Moyennes des moindres carrés (MMC) = [l'erreur-type (ET) pour la NEC au
vélage, 15, 30, 41 et 52 JPP (A) et la perte de la NEC (dNEC, moyenne £ ES) pour les vaches
qui ont présenté un taux élevé en AGNE et BHB simultanément (DEUX) et celles avec
uniqguement un taux élevé en AGNE (AGNE-E) et les vaches saines (SAINE). B : la perte de
la note n’état corporel au premier mois de lactation (ANEC) chez les différents catégories des
vaches.
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3.3.3. Cyclicité ovarienne

La proportion des vaches ayant un taux sérique de P4> 1 ng / mL a 52 JPP est de
56% (n = 28). L'utilisation d’'un seuil 1.2 Mmol/L de BHB pour prédire les vaches non
cycligues a 52 JPP a eu pour résultat une sensibilité élevée (72,4%) et une faible
specificité (33,3%). Cependant, I'utilisation d’'un seuil de 0.7 Mmol/L en AGNE a eu
une sensibilité faible (45,5%) et une spécificité élevée (75,0%). Lorsque le seuil a été
modifié pour les deux bio-marqueurs, nous avons observé une sensibilité de 68,2%
(IC 95% = 48,7-87,6), et une spécificité de 70% (IC 95% = 41,6-98,4). La fiabilité des
tests a été de 58%, 66% et 69,7% pour le BHB, les AGNE et les deux en association
(tableau 9).

Des taux élevés en AGNE sont associés a une réduction de 84,5% (OR = 0,155, p =
0,006) de la cyclicité a 52 JPP. Cependant, aucune différence significative (p = 0,064)
entre les vaches saines et les vaches ayant un taux élevé simultanément en AGNE et
BHB n'a été enregistrée (tableau 10). Les vaches ayant un taux élevé en AGNE ou en
BHB ont la méme chance de cyclicité ovarienne a 52 JPP (p = 0,695).

Tableau 9 : Sensibilité (%), spécificité (%), avec les intervalles de confiance (IC) de 95% et

la fiabilité du diagnostic basé sur le BHB, les AGNE ou les deux pour les vaches non
cycliques.

Test NO Vaches non  Sensitivité (95% IC) Spécificité (95% IC) Fiabilité
des cycliques
vaches
BHB 15/50 8/15 36.4% (16.3, 56.5) 75.0% (59.0, 91.0) 58.0%
AGNE 31/50 18/31 81.8% (65.7,97.9) 53.6% (35.1, 72.0) 66.0%
DEUX 14/50 7114 70.0% (41.6, 98.4) 69.6% (50.8, 88.4) 69.7%

Table 10 : Effet des taux élevés en BHB et/ou en AGNE sur la cyclicité ovarienne a 52
JPP.

Valeur Estimation ET* OR 95% IC P

DEUX vs. SAINE -1.862 1.098 0.155 0.021-1.120 0.064
AGNE-E vs. SAINE -2.234 0.816 0.107 0.021-0.529 0.006
DEUX vs. AGNE-E 0.372 0.953 1.451 0.224-9.411 0.695

*Erreur type
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3.3.4. Reéussite d'l1A 1

La PR / Al a la premiere insémination est de 34,0%. L'utilisation d’'un seuil de 1.2

Mmol/L de BHB pour prédire les vaches non gestantes a la premiére IA a eu pour
conségquence une sensibilité faible (46,4%) et une spécificité élevée (90,9%).
Cependant, l'utilisation d’'un seuil de 0.7Mmol/L pour les AGNE ou les deux ensembles
(AGNE et BHB) pour prédire les vaches non gestantes a donné une sensibilité et une
spécificité plus élevées. La fiabilité du test est de 66% 84% et 81,8% pour le BHB, les
AGNE et les deux ensembles (tableau 11).

Le PR / Al-1 est réduit de 87% (OR = 0,13, P = 0,001) pour chaque Mmol
d’augmentation simultanée de BHB et d‘AGNE et de 92,6% (OR = 0,074, P = 0,006)
pour chague Mmol des deux marqueurs pris séparément (tableau 12). Cependant, les
vaches ayant un BHB élevé avec ou sans AGNE ont la méme chance de PR/ Al-1 (p
= 0,647).

Tableau 11 : Sensibilité (%), spécificité (%), avec les intervalles de confiance (IC) de 95 % et
la fiabilité de diagnostic basé sur le BHB, les AGNE ou les deux pour les vaches non

gestantes.
Test NO des Vaches Sensitivité (95% IC) Spécificité (95% IC) Fiabilité
vaches non
gestantes
BHB 15/50 13/15 46.4% (28.0, 64.9) 90.9% (78.9, 102.9) 66.0%
AGNE 31/50 28/31 84.8% (72.6, 97.1) 82.4% (64.2, 100.5) 84.0%
DEUX 14/50 12/14 75.0% (53.8, 96.2) 88.2% (72.9, 103.6) 81.8%

Tableau 12 : Effet des taux élevés en BHB et/ou en AGNE sur la réussite d’lIA-1.

Value Estimation ET* OR 95% IC P

DEUX vs. SAINE -2.038 0.651 0.130 0.036-0.467 0.001
AGNE-E vs. SAINE -2.592 0.950 0.074 0.011-0.482 0.006
DEUX vs. AGNE-E 0.553 1.211 1.739 0.161-18.688 0.647

*Erreur type
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3.4. Discussion
Plusieurs études se sont intéressees a l'association entre des taux élevés en AGNE
ou en BHB pendant la période de transition et les faibles performances de
reproduction chez la vache laitiere [24, 276, 198, 140]. L'approche analytique de la
présente étude est utilisée pour examiner I'association entre des taux éleveés a la fois
en AGNE et/ou en BHB au post-partum, la cyclicité ovarienne et la réussite d’lA-1.
Les résultats ont montré que lorsque la concentration en AGNE est élevée, la
concentration en BHB n'est pas nécessairement importante, et lorsque la
concentration de BHB est élevée, la concentration en AGNE sera fort probablement
élevée. En effet, une étude récente a montré que les concentrations en AGNE au
postpartum sont faiblement corrélées avec les concentrations de BHB [33]. Des études
ont rapporté que le pic de la concentration moyenne des AGNE se produit avant le pic
du BHB au post-partum [284, 53].
Au début de la lactation, I'énergie emmagasinée dans les graisses est mobilisée sous
forme d’AGNE, dont une partie est absorbée par le foie [24]. L'absorption des AGNE
a partir du plasma par le foie est proportionnelle a la concentration plasmatique [77].
Selon Grummer et al [285], laugmentation de la concentration des AGNE
plasmatiques peut conduire a l'augmentation de la cétogenese par les hépatocytes
ce qui explique que presque toutes les vaches qui ont un taux élevé en BHB présentent
un taux élevé en AGNE. Cependant, plus de la moitié des vaches ayant des AGNE
élevés n'ont pas de BHB élevé. Ceci peut s'expliquer en partie par la capacité
individuelle a s'adapter a la mobilisation excessive de la réserve adipeuse [28, 49] et
plus précisément a la capacité du foie [76, 77]. Par conséquent, les changements
homéorhétiques requis pour obtenir cette mobilisation des graisse semblent étre
principalement sous contréle génétique [286].
En effet, la captation hépatique des AGNE est limitée par la capacité du cycle d'acide
tricarboxylique (TCA) [280] et lorsque les AGNE dépassent cette capacité, la
production des corps cétoniques et le dépdt de triacylglycérol augmentent
considérablement [287] provoquant une stéatose hépatique [288]. Cependant, dans
I'étude de Reynolds et al [289], les auteurs ont observé que la contribution du carbone
d’ AGNE a la synthese du BHB ne peut pas expliquer la totalité du carbone utilisé dans
la synthése des corps cétoniques dans le foie. Dolinsk et al [290] ont montré que la

cétose post-partum chez les vaches n'est pas liee a des changements significatifs
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dans l'activité des enzymes hépatiques impliguées dans le métabolisme des acides
gras.

Dans la présente étude, des concentrations élevées en cholestérol, triglycérides, urée
et ASAT ont également été constatées chez les vaches cétosiques qui auraient pu
entrainer une mobilisation importante des graisses. Ceci est similaire aux résultats
rapportés par Bjerre-Harpgth et al [291]; Ces auteurs ont suggeéré que des
concentrations élevées de cholestérol et de triglycérides plasmatiques sont le résultat
de l'augmentation de la sécrétion de lipoprotéines de trés faible densité par le foie.
I'ASAT est une enzyme qui devient élevée avec des lésions cellulaires et peut étre
donc importante chez les vaches atteintes de stéatose hépatique ([280]. Jorritsma et
al [37] ont conclu que des taux élevés en AGNE et de faible taux en glucose et d'urée
au début de lactation sont des indicateurs significatifs de stéatose hépatique. Il est
intéressant de noter qu'aucune différence n'a été observée entre le taux de glucose
entre les trois groupes de vaches et ceci contrairement aux résultats antérieurs ou le
glucose présente une corrélation négative avec le BHB et les AGNE [140]. Dans
d’autres études, des concentrations élevées en AGNE ou en BHB n'ont pas influencé
la concentration de glucose, mais elles ont induit, plutét, une résistance a l'insuline
[145, 292].

La note d’état corporel est toujours un objet de recherche pour la prévention des
changements métaboliques excessifs chez les vaches laitieres, il reste un paramétre
qui présente une bonne corrélation avec les concentrations élevées en AGNE et en
BHB [43, 137]. De facon similaire a la présente étude, d’autres travaux ont rapporté
une association de la NEC au vélage ou la perte de NEC au début de la lactation a un
taux élevé en BHB [137, 139, 294, 293, 295]. Dans I'étude en cours, les vaches ayant
ala fois des AGNE et BHB élevés ont tendance a avoir une NEC plus élevée au vélage
comparativement aux vaches ayant un taux élevé en AGNE uniguement, cependant
cette différence n’est pas évidente pour la perte de NEC pendant le premier mois de
lactation. Cela signifie que les vaches de deux groupes ont mobilisé la méme quantité
d'acides gras au cours du premier mois de lactation, mais les vaches ayant une NEC
plus élevée au vélage ont une capacité hépatique inférieure aux AGNE [141] pour
limiter la production de corps cétoniques et notamment le BHB.

Associé a une matiere seche ingéree faible due a une NEC élevée [43, 49] et a une
augmentation des besoins en lactose pour la production laitiere, I'oxalo-acétate

deviendrait probablement une limite pour l'oxydation des AGNE et les corps
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cétoniqgues qui s'accumulent en conséquence [296]. Conformément a cette
hypothese, Compton et al [30]; Shin et al [6]; Vanholder et al [139] ont signalé que les
vaches ayant une NEC élevée au vélage sont plus susceptibles de développer une
cétose sub-clinique ou clinique.

Une importance considérable a été accordée pour des taux élevés en AGNE ou BHB
au post-partum et leur association avec les résultats de production [4, 24]. Dans la
présente étude, un diagnostic basé sur des taux élevé en AGNE au post-partum a
présenté plus de fiabilité que le BHB et presque la méme fiabilité avec un taux élevé
des deux bio-marqueurs lorsqu'ils ont utilisé comme prédicteurs pour les vaches non
cycliques et les vaches non gestante. Il est constaté plus particulierement que les
AGNE ont été une mesure plus précise pour le BEN que les corps cétoniques [48].
Les AGNE sont également un indicateur plus puissant pour les maladies puerpérales
et pour la production laitiere que le BHB [273, 297]. Les vaches ayant des taux élevés
en AGNE et en BHB simultanément ou un taux uniguement élevé en AGNE avaient
un risque réduit de cyclicité a 52 JPP et de gestation a la premiére IA (Tableaux 10 et
12). En revanche, nous n'avons observé aucun changement significatif entre les
vaches de ces deux groupes (AGNE et BHB ou AGNE seuls). Ospina et al [24] ont
constaté que, lorsque les deux bio-margueurs sont dans le méme modéle pour prédire
la performance reproductive, le BHB n'est pas aussi puissant que les AGNE. Les
mémes résultats ont été rapportés par Dubuc et al [4], ou les auteurs ont constaté que
les AGNE sont plus étroitement associés a la reprise de I'activité ovarienne que la
cétose sub-clinique.

Un effet négatif direct est observé entre des taux élevés en AGNE et en BHB et les
performances de reproduction en raison de la relation physiologique entre ces bio-
marqueurs et le BEN [24]. En effet, plusieurs études ont rapporté qu’'un taux élevé en
BHB et en AGNE peut affecter le fonctionnement des cellules folliculaires [207], la
maturation des ovocytes [233, 235], le fonctionnement lutéal [298, 299] et le

développement embryonnaire précoce [232, 258].
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3.5. Conclusion
Des résultats générés, nous pouvons retenir que le fait de considérer un taux éleve en
AGNE au post-partum comme prédicteur des vaches en cétose sub-clinique peut
surestimer les résultats, un taux élevé en BHB au postpartum comme prédicteur peut
guant a lui, les sous-estimer. Une NEC excessive au vélage augmente le risque de
cétose, et a mesure que la concentration de BHB augmente, le cholestérol, les
triglycérides, I'AST, I'ALT et l'urée augmentent parallelement. Cependant, un taux
élevé en AGNE en post-partum n'a pas affecté ces métabolites. Les vaches avec un
taux élevé simultanément en BHB et en AGNE ou un taux élevé en AGNE uniquement
au post-partum ont une chance réduite de présenter une cyclicité ovarienne ou une
gestation a la premiére insémination. D'autres études a grande échelle sur terrain sont
nécessaires pour évaluer globalement les circonstances du troupeau dans lesquelles

un effet négatif des taux élevés en AGNE et en BHB peuvent étre associés ou séparés.
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CHAPITRE 4

EFFET DU PLASMA DE VACHES A DIFFERENTS STATUTS
ENERGETIQUES SUR LA MOTILITE SPERMATIQUE ET LA
DISTRIBUTION DES SOUS-POPULATIONS SPERMATIQUES DE LA
SEMENCE BOVINE DECONGELEE.

4.1. Introduction

Les recherches actuelles sur la nutrition et la fertilité des bovins se sont
essentiellement intéressées a I'ensemble des réponses de la femelle aux événements
cellulaires et moléculaires complexes qui contrélent la production des gametes, la
fécondation et le développement embryonnaire [300]. Les études se sont surtout
concentrées sur le début de la lactation ou les vaches doivent étre inséminées avec
dépbt de spermatozoides au niveau intra-utérin avant leur rencontre avec l'ovocyte (S)
et leur participation a la fécondation [301]. Dans leur trajet du corps utérin vers
l'oviducte, les spermatozoides doivent surmonter une série de microenvironnements
utérins [96] composés d'une combinaison de constituants dérivés du plasma et de
molécules sécrétées par l'oviducte et I'épithélium utérin [259] qui interférent avec la
motilité des spermatozoides et leur capacité de fertilisation ultérieure [302]. Ainsi, le
maintien de la motilité et de la viabilité des spermatozoides pendant un intervalle
prolongé apres la décongélation est essentiel pour obtenir des taux de gestation
elevés [303]. Antérieurement, un certain nombre d'études ont rapporté un effet du
sérum ou du plasma sanguin sur la motilité du sperme chez diverses espéces, y
compris les bovins [304].

Dans ce sens, Il existe une opinion valable selon laquelle les métabolites plasmatiques
sont frequemment utilisés pour évaluer le statut énergétique et influencer, entre autres
facteurs, la fertilité de la vache laitiere [279]. En effet, , il y existe des rapports sur les
relations entre la fertilité post-partum et plusieurs métabolites plasmatiques chez les
vaches laitieres [26, 305, 306]. Des études ont rapporté des associations de baisse de
la fertilité en présence de certains métabolites plasmatiques reflétant le statut
energétique, comme les AGNE et le BHB [4, 7, 24, 32, 198, 281]. La NEC, qui reflete

€galement |'état énergétiqgue pendant le post-partum, peut étre lié a la fertilité des
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vaches laitieres [24, 49, 307]. De plus, la NEC, a des périodes clés de lactation, ainsi
gue la perte de NEC au début de la lactation, affectent la fécondité de la vache d’une
maniére significative [308, 309, 310, 311, 312]. Certaines de ces études ont rapporté
l'effet négatif d’'une faible NEC autour de l'insémination artificielle (Al) et des taux
élevés en AGNE et de BHB sur la fertilité postpartum. Des travaux ont particulierement
rapporté qu’une perte élevée de NEC ainsi que des concentrations élevées en AGNE
et en BHB pourraient affecter le bon fonctionnement des cellules folliculaires [207], la
maturation des ovocytes [35, 313] et le développement embryonnaire précoce [243,
258]. Cependant, a notre connaissance, aucune étude n'a explicitement mis l'accent
sur l'effet de ces facteurs sur la motilité des spermatozoides une fois dans
I'environnement utérin et qui pourrait expliquer une part des échecs de I'insémination
artificielle par action directe sur les spermatozoides. L'objectif de cette étude est ainsi
de tester I'hypothése selon laquelle des plasmas sanguins ayant été collectés le jour
de l'insémination artificielle a partir de vaches ayant des NEC différentes pourraient

affecter la qualité du sperme.

4.2. Matériel et méthodes

4.2.1. Animaux, prélévement sanquin et analyses

Des prélevements de sang ont été effectués a partir de 49 vaches de race Holstein
et Montbéliarde au moment de I'lA. Les prélévements ont été effectués a partir de la
veine coccygienne dans des tubes sous vide avec anticoagulant (FL médical, Italie).
Les prélevements ont été ensuite réfrigérés immédiatement apres la collecte et
centrifugés a 733 x g pendant 10 min dans les 4 heures suivant le prélevement. Les
plasmas ont été ensuite stockés a -20°C jusqu'a analyse. Les concentrations de BHB
dans le plasma (mmol / L) ont été mesurées a l'aide d'un dispositif portatif (Precision
Xceed, Abbott Laboratories, Abbott Park, IL). La sensibilité et la spécificité de ce test
sont de 85 a 90% et de 94 a 98%, respectivement [106]. La concentration des AGNE
est mesurée en utilisant le test DVM-NEFA (Veterinary Diagnostics, Newburg,
Wisconsin, USA). Les vaches sont considérées comme ayant des taux élevés en
AGNE et en BHB si les concentration sont 20.70 Mmol/L [198] et 21.2 Mmol/L [24],
respectivement. Simultanément au prélevement, la NEC a été évaluée sur une échelle

de scores allant de 1 & 5 (1 = cachectique; 5 = obése) avec une précision de Y2 point
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en utilisant la technique visuelle développée par Edmonson et al [283]. La NEC a été

également dichotomisé en deux groupes : NEC élevée =3 et faible < 3.0 [314] [312].

4.2.2. Semence et incubation post-congélation

Des paillettes de semence congelées au Centre National de I'lnsémination Atrtificielle
et de 'Amélioration Génétique (CNIAAG) - Alger ont été employées pour cette étude.
La semence a été congelée en utilisant des procédures standard apres dilution avec
un dilueur commercial (BioXcell®, IMV technologies, France) et emballée dans des
paillettes de 0.25-ml contenant 20x10° spermatozoides par paillette et stockée dans
'azote liquide jusqu'a utilisation. Treize répétitions ont été réalisées en utilisant des
paillettes différentes. Chaque paillette a été décongelée dans un bain marie & 37°C
pendant 20-30 sec ; le contenu est ensuite dilué 1:1 avec du sérum physiologique
(NaCl, 0.9%). Les plasmas recueillis des vaches ont été, également, dilués de 'ordre
de 1:9 (V/V) avec du sérum physiologique (figure 10). Le sperme dilué est partagé sur
quatre aliquotes et dilué a l'ordre de 1:1 (V/V) avec le plasma précédemment dilué.
Pour chaque paillette décongelée, nous avons gardé un aliquote contenant
uniqguement le sperme dilué comme échantillon témoin. Les échantillons ont été alors
incubés a 37°C et la motilité spermatique est évaluée a 5 minutes, a 30 minutes et a

3 heures.



Semence d’une paillette
diluée de l'ordre 1:1
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Figure 10 : protocole de dilution de la semence avec le plasma des vaches.
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4.2.3. Evaluation de la motilité spermatique

Les parameétres cinématiques des spermatozoides ont été déterminés en utilisant le
Sperm-Class Analyzer® (Microptic, Barcelone, Espagne). Ce systéme est constitué
d’'un microscope optique a contraste de phase négatif (Nikon, E200) équipé d'une
caméra CCD Basler. Le CASA (Computer Assisted Semen Analysis) est un analyseur
d’'images qui permet d’évaluer de maniére automatisée la concentration, la vitalité, la
morphologie et surtout les caractéristiques de la mobilité des spermatozoides d’un
échantillon. Il fournit, donc, une évaluation quantitative et qualitative objective et rapide
du sperme [315]. Pour chaque échantillon, deux gouttes de 10ul de sperme bien
mélangées sont déposées sur une lame de verre et recouvertes par des lamelles.
L’analyse est realisée au grossissement 10x et Ph- au-dessus d’une platine
chauffante intégrée (37°C) dans le microscope. Ce dernier comporte une source
lumineuse avec un filtre vert. L’analyse se fait grace au logiciel, sous 'ongle de SCA
Mobilité® ce qui permet de définir de facon objective et répétable les parametres de

mouvement décrits dans la figure 11.

\

VLC (Curvilinear Velocity) : reflete la distance totale que couvre la téte du spermatozoide au cours de la période
d’observation. VSL (Straight-Line Velocity) : est déterminée par la mesure de la distance entre le point d’arrivée et le
point de départ, en ligne droite. VAP (Average Path Velocity) : correspond a la distance parcourue sur le trajet moyen
pendant la durée d’observation. ALH (Amplitude of Lateral Head displacement): correspond a I'amplitude de
déplacement latéral de la téte. La linéarité de trajectoire (LIN, %) est égale au rapport VAP/VCL* 100. rectitude
(STR,%): pourcentage de spermatozoides a motilité droite en tant que rapport de (VSL / VAP) * 100. BCF (beat cross
frequency) : est la fréquence a laquelle la téte du spermatozoide traverse la trajectoire moyenne, elle est mesurée en
Hertz. WOB (Balancement) est le degré d'oscillation du chemin réel de la téte du sperme dans sa relation avec le VAP.

Figure 11: Les différents paramétres mesurés pour la motilité spermatique.
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4.2.4. Analyses statistiques

Toutes les données enregistrées ont été importées dans une base de données (Excel,
2010) et toutes les analyses statistiques ont été effectuées en utilisant SAS 9.1 (SAS
Institute, Cary, NC, USA). Les variables de motilit¢é obtenues par CASA ont été
initialement analysées par TANOVA a mesures répétées en utilisant des modeéles
linéaires mixtes de SAS (SAS Inst Inc.) (Les effets fixes ont été les groupes de NEC,
BHB et AGNE alors que l'effet aléatoire est I'aliquote). L'ajustement du modéle a été
déterminé dans toutes les analyses en choisissant le modéle sur la base de
l'information bayésien BIC et le critere d'information d'akaike. Une structure de
symétrie composée (CS) et autorégressive (arl) ont fourni les meilleurs modéles pour
toutes les variables.

L'analyse des clusters (PROC FASCLUS de SAS) a été utilisée pour identifier les
sous-populations de spermatozoides basé sur huit variables générées par le CASA
(VCL, VSL, VAP, LIN, STR, WOB, ALH et BCF). L'examen de la normalité de ces
variable a été realisée a l'aide de PROC UNIVARIATE (test de Shapiro-Wilk) et si la
variable ne représente pas une distribution normale une transformation a base de
racine carré et les logarithmes de base 10 apres addition de la valeur 1 est conduite.
Le nombre de sous-populations a été déterminé en fonction du pseudo 12, du pseudo-
F et du critere de groupement cubique (CCC).

Pour évaluer l'effet de I'échantillon selon les groupes NEC, BHB et AGNE sur la
répartition de trois sous-populations, les données ont été analysées en tant que
variables ordinales répétées (5 min, 30 min et 3 h). Ainsi, un modele multinomial
répété a effets mixtes (SP1 et SP2 vs. SP3) et binomial (SP1 contre SP2) a été
effectué avec PROC GENMOD (SAS Inst. Inc.) par des équations d'estimation
généralisées (GEE). Dans ces modeles, chaque sous-population a été définie comme
une réponse avec SP1 = 1, SP2 = 2 et SP3 = 3. Dans un premier temps, une
distribution multinomiale (SP1, SP2 et SP3) et une fonction logit cumulative (cumlogit)
ont été utilisées pour comparer les probabilités de SP 1 et 2 par rapport a SP3 (en tant
que référence) et une fonction logit de la probabilité de la distribution SP2 par rapport

a SP1(en tant que référence).
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4.3.1. Effet sur la motilité totale des spermatozoides
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La motilité totale des spermatozoides a été fortement influencée par les niveaux de

NEC, BHB et AGNE. La motilité spermatique est significativement (P = 0,04) élevée

dans les médias contenant des plasmas ayant des NEC élevées et faible en AGNE

et en BHB (figure 12). Aucune différence significative n’est observée entre le contrble

et les medias contenant des plasmas avec des concentrations faibles ou élevées en

AGNE et BHB. Il n'existe ainsi aucun changement significatif de la motilité globale des

spermatozoides ni dans le temps, ni dans l'interaction groupe et temps (tableau 13).

Table 13 : Comparaison des moyennes de moindres carrés (MMC) et des erreurs-type (ET)
du pourcentage de sperme mobile entre les groupes NEC, BHB et AGNE (élevé, faible et
Contréle) a 5, 30 minutes et 3 heures d'incubation.

parameétres

NEC Elevée
Faible

Controle

BHB Elevés
Faibles

Contréle

AGNE Elevés
Faibles
Contréle

Temps

5 min 30 min 3h

45.964 40.69, 36.03
29.69p 29.00p 25.69
33.66ap 32.554 26.17
32.11a 33.93 27.58
49.82p 44.56 39.89
38.56an 31.57 28.89
28.81a 33.99 31.95
44,91, 39.65 34.98
33.28a 29.64 25.03

ET*

6.26
3.35
3.91

3.99
8.12
8.82

7.65
7.23
4.03

P
Groupe Temps G*T
0.04 0.07 090
0.03 0.24 0.88
0.04 0.41 0.80

*Erreur type



79

—©- Elevée @ Elevé

P<0.05
- Faible - Faible

60

-&  contréle -® contrale

(%)

40
40

motilité totale (%)

Motilité totale
o—
o—

5 min 30 min

Temps Temps

—&- Elevés
-3 Faible

-® controle

40

Motilité totale

5 min 30 min 3h

Temps

Figure 12 : Moatilité spermatique (%) (MMC * ET) a 5, 30 minutes et 3 heures d'incubation
pour la NEC, le BHB et les AGNE.

4.3.2. Description des sous-populations de spermatozoides

La procédure FASTCLUS a permis de détecter trois sous-populations de
spermatozoides motiles a partir des données cinématiques obtenues par le CASA.
Les statistiques résumées de ces sous-populations sont présentées dans le tableau

14 et les interprétations qualitatives de ces données sont les suivantes:

4.3.2.1. La sous-population 1 (SP1) représente les spermatozoides a vitesses
moyennes (VCL, VSL et VAP), et la rectitude (STR), la linéarité (LIN), ALH et le BCF

relativement faibles comparativement aux sous-populations 2. Cependant, les valeurs

de WOB ont été similaires a la sous-population 2 (P> 0,05). Cette sous-population

comprenait 32,74% de la population totale.

4.3.2.2. La sous-population 2 (SP2) est la moins abondante, représentant 9,91% de

la population totale. Cette sous-population regroupait les spermatozoides rapides et
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progressifs avec des valeurs élevées en VCL, VSL, LIN et STR (les spermatozoides
de ce groupe avaient également des trajectoires évasées avec des valeurs d'ALH et

BCF élevées). Elle est considérée comme étant la meilleure sous-population.

4.3.2.3. La sous-population 3 (SP3) était la plus abondante, elle est constituée de

57,35% de la population totale, les spermatozoides de cette sous-population sont peu
mobiles et non progressifs. Cette sous-population a montré les plus faibles valeurs de
VCL, VSL, VAP, LIN et STR et avec des trajectoires non évasées (faibles ALH et BCF).

Tableau 14 : Moyennes (x erreur type) des parametres cinématiques définissant les trois sous-
populations (SP1, SP2 et SP3) identifiées dans les échantillons de sperme post-décongelé de
taureau.

P_aramétres Sous-population

cinématiques SP1 Sp2 SP3

n (%) 3141 (32.74) 949 (9.91) 5514 (57.35)
VCL (um/s) 138.73+ 0.98a 232.19+ 2.06b 45.07+0.40 ¢
VSL (um/s) 40.813+ 0.28a 78.248+0.88b 12.118+0.12c
VAP (um/s) 69.349 + 0.29a 121.819+0.86b 22.498+ 0.15¢c
LIN (%) 0.34+ 0.003a 0.36+ 0.005b 0.31+ 0.003c
STR (%) 0.61 £ 0.004a 0.66+ 0.006b 0.47+ 0.004c
WOB (%) 0.54+0.002a 0.54+0.003a 0.59+ 0.003b
ALH (um) 3.696 = 0.026a 5.691 + 0.052b 1.512 £ 0.011c
BCF(Hz) 11.409 £ 0.096a 13.358 £ 0.2b 4.424 + 0.055¢c

Différentes lettres (a, b et ¢) indiquent des différences significatives entre les sous-populations (P <0,05).
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4.3.3. Répartition des sous-populations par rapport aux niveaux des NEC, du
BHB, des AGNE et du groupe contrdle

Comme le montre clairement la Figure 13, la répartition des trois sous-populations est
affectée par les différentes catégories de médias (élevé, faible et contréle). Les sous-
populations variaient dans un intervalle large entre les groupes tandis qu'elles

variaient dans un intervalle étroit entre les temps.

43.3.1. SP1et2versus SP3

Les résultats de modéles multinomiaux incluant toutes les sous-populations sont
indiquées dans le tableau 15. SP1 et SP2 semblent augmenter au détriment de SP3
de 1,33 a 1,79 fois (OR = 2,33, 2,65 et 2,79, P <0,0001) dans les médias contenant
des plasmas par rapport au contrdle et de méme pour les catégories élevées et faibles
par rapport au contréle. En ce qui concerne la comparaison entre les catégories et le
contréle, les odds ration ‘OR’ nous montrent un effet de la NEC, du BHB élevés et des
AGNE faibles sur les occurrences de SP1 et SP2 au détriment de SP3 et par rapport
au groupe contréle. Cependant, ces difféerences ne sont pas évidentes lorsqu'on
compare les groupes de NEC, BHB faibles, et AGNE élevés par rapport le groupe
contréle (p> 0,05). En ce qui concerne la comparaison entre les catégories de NEC,
BHB et AGNE, nous n’avons observé aucune différence significative entre les

catégories élevées et faible pour I'apparition de SP1 et 2 par rapport a SP3.
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: Répartition des fréquences relatives (%) des spermatozoides mobiles, classés

probabilité d’apparition des sous-populations de spermatozoides (SP1 et SP2 vs. SP3)

Facteur Valeur Estimation ET* OR 95% IC P
NEC Elevée et faible vs. Contréle 1.02 0.39 2.79 1.27-6.09 0.01
Elevée vs. faible 0.27 0.24 1.31 0.81-2.10 0.26
Elevée vs. Contrble 0.64 0.25 1.91 1.16-3.14 0.01
faible vs. Controle 0.37 0.21 1.45 0.96-2.20 0.07
BHB Elevé and faible vs. Contréle 0.97 0.37 2.65 1.26-5.57 0.01
Elevé vs. faible 0.41 0.21 1.51 0.98-2.32 0.05
Elevé vs. Contrble 0.69 0.24 2.00 1.23-3.24 0.004
faible vs. Contréle 0.28 0.18 1.32 0.91-1.90 0.13
AGNE Elevés and faibles vs. Contréle  0.85 042 233 1.02-5.33 0.04
Elevés vs. faibles -0.27 0.28 0.75 0.43-1.32 0.32
Elevés vs. Contréle 0.28 0.28 1.33 0.76-2.31 0.31
faibles vs. Contréle 0.56 0.22 1.75 1.13-2.70 0.01

*Erreur type



83

4.3.3.2. SP2 versus SP1

Comme le montre le tableau 16, SP2 semble augmenter au désavantage de SP1 de
15,19 a 18,06 fois (OR = 17,68, 16,19 et 19,06; P <0,0001) dans les médias contenant
du plasma par rapport au contréle. En ce qui concerne la comparaison entre les
catégories et le contréle, des différences significatives de probabilité d’avoir SP2 ont
été observées entre les catégories élevées et faibles par rapport au contrbéle. En
comparant les occurrences SP2 au détriment de SP1 entre les catégories, hous avons
observé une tendance a une augmentation de SP2 de 57% (OR = 1,57, p = 0,04) dans
des milieux contenant du plasma provenant de vaches ayant une NEC élevée compareé
a une NEC faible. Cette sous-population est plus importante de 72% (OR = 1,72, p =
0,01) dans des milieux contenant du plasma provenant de vaches avec BHB élevé par
rapport a des BHB faibles. Ces différences ne sont pas évidentes en comparant les
médias contenant du plasma provenant de vaches ayant des AGNE élevés et faibles
(p =0,63).

Table 16 : Effet des catégories NEC, BHB, AGNE et du contréle sur la probabilité
d’apparition des sous-populations de spermatozoides (SP1 vs. SP2)

Facteurs Valeur Estimation ET* OR 95% IC P

NEC Elevée et faible vs. Controle  2.87 0.64 17.68 4.97-62.84 <0.0001
Elevée vs. faible 0.45 0.22 157 1.01-2.45 0.04
Elevée vs. Controle 1.66 0.34 5.28 2.67-10.41 <0.0001
faible vs. Contréle 1.20 0.33 3.34 1.72-6.50 0.0004

BHB Elevé et faible vs. Controle 2.78 0.65 16.19 4.53-57.91 <0.0001
Elevé vs. faible 0.54 0.23 1.72 1.09-2.73 0.01
Elevé vs. Controle 1.66 0.34 5.29 2.71-10.32 <0.0001
faible vs. Controle 1.11 0.34 3.06 1.54- 6.07 0.001

AGNE Elevés et faibles vs. 2.94 0.68 19.06 5.02-72.28 <0.0001
Contrdle
Elevés vs. faibles -0.08 0.30 0.91 0.50-1.67 0.77
Elevés vs. Controle 1.42 0.39 4.17 1.92-9.05 0.0003
faibles vs. Contréle 1.51 0.35 4.56 2.29-9.06 <0.0001

*Erreur type
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4.4. Discussion

La motilité est considérée comme un parametre important pour I'évaluation de la
qualité du sperme congelé-décongelé chez les bovins [316] en raison de son impact
sur la fertilité masculine et la réussite de l'insémination artificielle [317]. Cependant, la
motilité et les paramétres cinématiques ne peuvent étre considérés comme une
indication solide de la capacité de fertilisation sans la prise en considération de leur
interaction avec les microenvironnements dans lesquels ils se déplacent [302].

Au cours des deux derniéres décennies, le CASA est largement accepté comme
fournissant une mesure rapide et objective des parametres cinématiques individuels
du sperme [316, 318] dans de grands ensembles de données avec des distributions
multinomiales ou binomiales en relation avec la présence des sous-populations
discrétes de spermatozoides [319]. Des études antérieurs soutiennent que la définition
des sous-populations avant l'analyse statistique reste plus puissante que les
approches classiques qui considérent une seule population globale [319, 320]. La
présence de sous-populations distinctes de spermatozoides mobiles suggére que
c'est une conséquence attendue de [linteraction entre le sperme et son
microenvironnement [321]. Dans la présente étude il ressort, d’aprés des résultats de
la motilité individuelle, différentes sous-populations qui peuvent représenter les
spermatozoides dans différents catégories en fonction de leurs états physiologiques
comme signalé par Abaigar et al [322]. Des résultats similaires ont été rapportés par
Rubio-guillenet al [323] et Nait Mouloud et al [304]. Sur les trois sous-populations, SP2
représente la plus faible proportion de spermatozoides (moins de 10%) quel que soit
le milieu d'activation. Cette sous-population se caractérise par une vitesse et une
rectitude globales élevées. La sous-population 3 représente une forte proportion de
spermatozoides avec une faible vitesse globale et une faible rectitude. Quant a la
sous-population 1, elle est caractérisée par une vitesse globale intermédiaire et une
rectitude moyenne (tableau 14). Ainsi, la SP 2 représente les spermatozoides les plus
rapides et les plus progressifs et est considérée comme la meilleure. De nombreux
auteurs suggerent que la SP2 est la plus appropriée pour faire partie de la population
fécondante [323, 324, 325].

Dans l'étude actuelle, la motilité globale était plus élevée dans les milieux contenant
du plasma obtenu a partir de vaches ayant une NEC élevée comparativement a la
catégorie faible. La mobilité est également plus faible dans les milieux contenant du

du BHB et des AGNE élevés. Ces résultats d’'impact sur la motilité spermatique sont
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en accord avec ceux rapportés pour la fertilité et les corrélations positives de cette
derniere avec les NEC élevées [309, 311, 312], et négatives avec les taux €leves en
BHB et AGNE [7, 32, 198, 281]. Ceci suggére qu'une partie de la faible fertilité post-
partum liée a l'altération métabolique de I'oviducte [258] et de l'utérus [326] affecte en
retour la motilité spermatique. Les résultats n‘ont montré aucune différence
significative entre les catégories élevées et le contréle d’'une part, et entre les
catégories faibles et le contrdle d’autre part.

Pendant les premiers mois de lactation, les vaches sont dans un bilan énergétique
négatif (NEB), ce qui provoque une mobilisation excessive des lipides avec une
libération d’une quantité importante en AGNE [49]. Les AGNE libérés sont repris par
le foie, ou ils peuvent étre oxydés completement pour fournir de I'énergie ou
partiellement pour produire les corps cétoniques et notamment le BHB [330] qui sont
transportés pour étre utilisés ailleurs dans le corps [279]. Cela implique que les
environnements, utérin et oviductale, peuvent étre modifiés par des troubles
métaboliques affectant en conséquence la motilité spermatique. Dans un contexte
similaire, Kamalakannan et al [331] ont signalé que la faible fertilité associée a
'acidocétose diabétique des femmes suggére certainement un environnement intra-
utérin hostile. D'autres études ont montré que lorsque le BHB est administré aux brebis
gestantes, ce dernier est retrouvé au niveau utérin [260]. En outre, il existe des preuves
qu’une perte excessive de NEC au début de la lactation est associée au stress oxydatif
[278, 232, 333]. La genese de ces especes oxygénées activées (EOA) peut étre
augmentée au cours de cette période [334, 335] qui peuvent se retrouver au niveau
utérin [334]. Des études récentes ont montré que les EOA peuvent contribuer a des
Iésions membranaires et de I'ADN [336] du sperme humain et de la souris [337]
affectant en conséquence la motilité totale des spermatozoides [337, 338].

Les résultats de cette étude ont montré qu'il existe plus de probabilités d’avoir SP1
et SP2 a au détriment de SP3 en situation d'une NEC élevée et de faibles
concentrations en AGNE. La SP2, qui regroupe les spermatozoides rapides et
vigoureux, est plus élevée de 57% (p = 0,04) que les SP1 dans les plasmas de vaches
avec une NEC élevée.

Les résultats ont montré également que la SP2 est augmentée de 72% (p = 0,01) dans
les sérum avec un BHB élevé, ceci a été rapporté antérieurement ou il a été montré
gue les spermatozoides épididymaires bovins ont la capacité de diminuer la

consommation d'oxygene tout en augmentant leur motilité dans les milieux contenant
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du BHB [264]. Plus récemment, Takei et al [339] ont indiqué que le sperme de souris
maintenait une motilité vigoureuse pendant plus de 60 minutes en présence du BHB.
Endo et al [234] ont indiqué, également, que le taux de pénétration du sperme dans
les médias contenant des concentrations élevées en BHB est significativement plus
élevé comparé aux médias contenant un BHB faible ou nul.

Les spermatozoides de mammiféres doivent meétaboliser les substrats énergétiques
extracellulaires pour produire de I'ATP pendant une longue période pour accomplir la
fécondation [341, 342]. Chez le coqg, une différence entre les spermatozoides qui
présentent une motilité élevée ou faible est attribuée a des différences phénotypiques
dans les taux de synthése de I'ATP [343]. Dans ce contexte, il est signalé que les
corps cétoniques améliorent l'efficacité métabolique en augmentant la synthése de
I'ATP dans des modeles animaux [344]. Cette augmentation de I'efficacité métabolique
a fait I'objet d'études approfondies dans le sperme de bélier par O'Shea et Voglmayr
[345].

4.5. Conclusion

L'incubation du sperme de taureau décongelé avec des plasmas provenant de vaches
ayant différents statuts énergétiques a montré que la motilité globale est influencée
par I'état métabolique des milieux. Cette motilité est améliorée dans les milieux
provenant de vaches ayant une NEC élevée et reste altérée dans les milieux ayant
des concentrations élevées en BHB et en AGNE. De méme, la rapidité et la vigorosité
des spermatozoides sont meilleures dans les milieux contenant du plasma provenant
de vaches avec une NEC et un BHB élevés. Les résultats de I'étude actuelle étayent
I'hypothese selon laquelle une partie de la faible fertilité post-partum des vaches
laitieres peut étre liée a un impact de milieu utérin sur la qualité du sperme apres

insémination artificielle.
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DISCUSSION GENERALE

Cette étude vise a explorer I'impact de I'état alimentaire des vaches laitiéres,
matérialisé a travers la NEC et les troubles métaboliques qui I'accompagne,
notamment les AGNE et le BHB. Ainsi, les principaux objectifs poursuivis dans cette
étude se sont concentrés sur I'évaluation des effets des AGNE et du BHB sur les
occurrences des troubles liés a la reproduction et les performances de la reproduction,
notamment la cyclicité ovarienne et la réussite d’lA-1. L’accent a été mis sur I'effet
séparé ou combiné de ces bio-marqueurs.

Comme il a été rapporté dans le chapitre 1, la détection des AGNE et du BHB a un
certain taux chez une vache au début de lactation peut étre considéré comme
physiologique. Ces deux bio-marqueur font partie d’'un processus biologique de
'adaptation de la vache face a une énorme demande de I'énergie au niveau mamelle
afin d’exprimer son potentiel génétique. Cependant, I'élévation de ces deux bio-
marqueurs au-dela de certains seuils est un indicateur d’'une mauvaise adaptation de
la vache au début de la lactation [45, 48, 136]. Les seuils de ces bio-marqueurs sont
définis par rapport aux performances de la vache [28] et sont considérés comme
élevés quand ils dépassent généralement 0.7 Mmol/L [24] et 1.2 Mmol/L [28] pour le
BHB et les AGNE, respectivement. Dans la littérature récente, plusieurs études ont
montré une relation négative entre des taux élevés au péri-partum de ces bio-
marqueurs et la cyclicité ovarienne [4, 198], la réussite d’'lA-1 [7, 10, 198], l'intervalle
vélage-insémination fécondante [7, 10], les endométrites [6, 10, 31, 268, 273] et la
rétention placentaire [271, 274, 273]. La considération des résultats de ces études
dans une méta-analyse conduite dans le chapitre 2 a révélé que des taux élevés en
AGNE et en BHB au péri-partum ont réduit la chance de cyclicité ovarienne par 12%,
augmenté intervalle vélage-insémination fécondante, augmenté le risque
d’endométrites par 91% et la rétention placentaire par 47 %, signes d’une altération
de I'environnement utérin, notamment pour les deux derniers troubles (endométrites,
rétention placentaire). Deux parameétres ont été soumis a une méta-régression et qui
ont montré une diminution de I'hétérogénéité inter ou intra-études. Ces deux
parametres sont la cyclicité ovarienne et la réussite d’'lA-1, ainsi, les vaches qui ont
des taux élevés en BHBA et AGNE durant la premiere ou la deuxiéme semaine

postpartum (I'une ou l'autre semaine) ont un taux réduit de CO par rapport a celles
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ayant des taux élevés uniquement durant une semaine (P<0.0001). Cela montre que
la fréquence d'échantillonnages (une seule fois seulement) peut sous-estimer le
risque sur la CO. Ceci met l'accent sur la nécessité d'une recherche sur l'effet
d'ampleur et la durée de I'’hyper-acétonémie sur les performances de reproduction en
considérant l'exposition cumulative a des taux élevés en BHB et AGNE.

L’utilisation du modérateur ‘test’ (c’est-a-dire BHB ou AGNE) a réduit I'hétérogénéité
de 17%. Ainsi, les vaches ayant un taux élevé en AGNE ont moins de chance de
concevoir a la premiere insémination de 30 % par rapport a celles ayant un taux élevé
en BHB (OR=0.69, p<0.001) signifiant que le niveau de I'intervention de ces deux bio-
marqueurs est différent. En effet, une étude récente a montré une faible corrélation
entre les concentrations en AGNE et de BHB [33]. Néanmoins, plusieurs auteurs
considerent que I'élévation de I'un de ces bio-marqueurs est un indicateur de CSC et
du BEN [4, 24, 32], méme si plusieurs études ont montré que des taux élevés en AGNE
au post-partum sont plus liés a un grand risque pour TR-1IA que des taux €élevés en
BHB [24, 4, 198, 276]. Dans le chapitre 3 nous avons exploré les effets combinés ou
séparés des taux élevés en AGNE et BHB sur la CO et la réussite d’lA-1 tout en les
reliant & la NEC et a d’autres métabolites énergétiques, protéiques et minéraux. Nous
avons constaté que le fait de considérer un taux élevé en AGNE comme prédicteur de
la cétose sub-clinique, peut surestimer les résultats. Contrairement, en considérant un
taux élevé en BHB comme prédicteur pour le BEN peut sous-estimer les résultats. Les
résultats ont ainsi montré que les vaches qui ont une cétose sub-clinique ont plus de
probabilités d’avoir des taux élevé en AGNE. Cependant, les vaches en BEN n’ont
pas obligatoirement des taux élevé en BHB. Les vache cétosiques ont été caractérisé
par des taux élevés en AST, ALT et en urée par rapport a celles en BEN. Toutefois,
les vaches en BEN (AGNE élevés) et cétosiques (BHB élevé) ont des taux élevés en
cholestérol et en triglycérides par rapport aux vaches saines. Par définition, la cétose
de type Il “maladie de la vache grasse” est caractérisé par une altération du
fonctionnement hépatique di a 'accumulation excessive de triglycérides au niveau du
foie “stéatose hépatique”. Selon le plan biochimique, des taux élevés en AGNE, BHB,
AST, ALT et de faibles glycémies [6] sont considérés comme des marqueurs de
stéatose hépatique. Dans nos résultats, nous n’avons trouvé aucune différence entre
les vaches (vaches saines vs. Vaches ayant des taux élevés en BHB) en fonction des
taux glycémiques . Ceci pourrait étre lié a la variation de la glycémie chez les

ruminants. Le taux sanguin de glucose est affecté par plusieurs facteurs et il est, en
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effet, un parametre instable chez les ruminants [43]. Conformément a la littérature,
nous avons constaté que les vaches ayant une NEC excessive au vélage ont des taux
élevés en BHB par rapport a celles ayant un taux élevé en AGNE ou les vaches saines.
Toutefois, nous n"avons constaté aucune différence significative pour la perte de NEC
entre les vaches cétosiques et les vaches ayant un taux élevé en AGNE. Cela signifie
gue les deux catégories de vaches ont mobilisé presque la méme quantité en AGNE
mais que les foies des “vaches grasses” n’ont pas réussi a métaboliser la grande
guantité en AGNE mobilisés. Des études récentes ont essayé d’expliquer la
prédisposition des vaches grasses a la stéatose hépatigue et ont montré une
corrélation entre une NEC excessive au vélage et une amplification des voies pro-
inflammatoires hépatiques [215, 296, 364]. A linstar de la stéatose hépatique non
alcoolique (NASH) chez I'hnomme ‘obése’, les vaches grasses sont prédisposeées a la
stéatose hépatique par une quantité d'insuline importante. Chez 'homme, aprés
plusieurs années d’évolution, la capacité sécrétrice du pancréas s'épuise en diminuant

le taux d'insulinémie [347].

Dans le chapitre 3, nous avons constaté que les vaches cétosiques et les vaches
ayant des taux élevés en AGNE ont une faible chance de concevoir a la premiere
insémination par rapport aux vaches saines avec une réduction de 35 % (p=0.001) et
5 % (p=0.006), respectivement. Ces résultats sont différents de ceux rapportés au
chapitre 1 ou nous avons enregistré une plus faible réussite d’lA-1 chez les vaches
ayant des taux élevés en AGNE par rapport des vaches cétosiques. Ceci peut étre
expliqué par le fait que dans le chapitre 3, les vaches cétosiques ont a la fois des taux
élevés en BHB et en AGNE. Aucune différence n’est observée entre les vaches

cétosiques et les vaches ayant des taux élevés en AGNE.

Au cours de cette derniére décennie, plusieurs travaux sont consacrés sur les taux
élevés en BHB et en AGNE et leurs associations avec les performances de la vache
au péri-partum. Dans plusieurs de ces travaux, la démarche conceptuelle des auteurs
est fondée sur la relation existant entre ces bio-marqueurs et le BEN [7, 24, 28, 10,
273, 198]. D’autres approches consistaient sur I'étude des relations existant entre ces
bio-marqueurs et le CSC [30, 29, 32, 127]. Toutefois, tous les auteurs sont unanimes
que I'élévation de ces bio-marqueurs est issue d’'une mauvaise adaptation biologique
de la vache au péri-partum. Cette mal-adaptation suggére la mobilisation des réserves

graisseuses avec une libération d’'une quantité considérable en AGNE. Le foie prend
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en charge une bonne partie de ces AGNE et les traites en 4 voies majeures : 1) en les
transformant en énergie, 2) en corps cétoniques, 3) en les recyclant en VLDL ou 4) en
les stockant sous forme de triglycérides. Néanmoins, lorsque le foie est ‘inondé’ par
les AGNE, ces capacités enzymatiques d’une part, et les ressources glucoformatrices
d’autre part, seront dépassées, et il ne restera alors que les voies 3 et 4 pour le
métabolisme des AGNE avec production d’'une quantité importante de BHB et/ou de
triglycérides. Ainsi, une élévation en AGNE seuls reflete une mauvaise adaptation
au BEN, alors qu’une élévation simultanée des AGNE et BHB reflete une mauvaise

adaptation au BEN et une incapacité hépatique.

L’altération de I'état corporel avec I'élévation de ses bio-marqueurs au post-partum et
leur association avec les performances de reproduction a fait I'objet de plusieurs
études. Les auteurs ont montré 'effet des taux élevés en AGNE et BHB sur la sécrétion
hormonale, la qualité ovocytaire et le développement embryonnaire [241, 35, 13, 232,
233, 207, 298]. Cependant I'impact, sur la qualité du sperme, de I'état alimentaire de
la vache via ses altérations biochimiques reste a ce jour non exploré. Dans le
chapitre 4 nous avons exploré cette éventualité en étudiant I'impact de plasmas de
vaches ayant des NEC différentes sur la qualité du sperme. Cela, est considéré
comme une simulation du comportement des gametes une fois dans les voies
génitales femelles. Les effets sur la mobilité spermatique sont similaires a ceux de la
fertilité de la vache au post-partum. En effet la réussite de IA-1 reste plus faible chez
les vache ayant des taux élevés en BHB/AGNE (chapitre 2 et 3) et de faible NEC [309,
311, 312], résultats complétement identiques a ceux de la mobilité spermatique avec
de faibles valeurs chez les vaches ayant une NEC faible et des BHB/AGNE élevés au
moment de la premiere insémination. Ainsi, une partie des faibles réussites d’lA-1
serait liée a un effet direct sur les spermatozoides dans I'environnement utérin.
Cependant, des taux élevés en BHB ont affecté positivement la rapidité et vigorisité
des spermatozoides. Ceci peut étre expliqué par la capacité des spermatozoides a
diminuer la consommation d'oxygene tout en augmentant la motilité dans les milieux

contenant BHB comme révélé dans la littérature (Lardy et al cité par [234, 264, 339].
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CONCLUSION GENERALE ET RECOMMANDATIONS

L’'objet global du présent travail était d’explorer I'impact de ['état alimentaire,

matérialisé par des altérations biochimiques, essentiellement AGNE et BHB, sur les

performances de reproduction dans la spéculation laitiére. L’ensemble des résultats,

aussi

bien ceux menés sur la femelle que ceux menés sur la qualité des

spermatozoides, ont révélé que:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

La considération du seul BHB au post-partum comme prédicteur de vaches
avec BEN peut sous-estimer les résultats, alors que les AGNE seuls peuvent
les surestimer.

Les taux élevés en BHB sont a l'origine de 'augmentation des concentrations
plasmatiques de cholestérol, triglycérides, AST, ALT et l'urée, indicateurs d’'une
atteinte hépatique. Des taux élevés en AGNE restent néanmoins non-associés
a ces métabolites.

Une NEC excessive au vélage est a l'origine de I'augmentation a la fois des
concentrations en AGNE et en BHB et expose les vaches a la stéatose
hépatique.

Des taux élevés en AGNE et BHB au post-partum sont associés a la réduction
de la réussite d’lA, mais avec une meilleure association des AGNE. Ces deux
bio-marqueurs sont également associés a une diminution de la cyclicité
ovarienne. Cependant, une analyse au lieu de deux (deux semaines
successives) pourrait sous-estimer les résultats.

Des taux élevés en AGNE et BHB durant la période de transition sont associés
a la santé utérine en augmentant le risque d’endométrites et de rétention
placentaire.

Une partie de la faible réussite d’lA-1 serait liée a des impacts directs sur la

cellule spermatique une fois dans les voies génitales femelles.

Ainsi les faibles NEC et en conséquence les concentrations élevées en AGNE et BHB

représentent un risque au niveau des élevages laitiers affectant a terme la rentabilité

économique. Une stratégie de dépistage, d’intervention et de prévention s’avére

indispensable a I'échelle individuelle et a I'échelle de troupeau, nous préconisons ci-
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apres des perspectives et recommandations a considérer pour une meilleure prise en

charge des élevages laitiers :

Les vaches grasses au vélage, hautes productrices sont susceptibles de présenter un
BEN et/ou une CSC. Identifier ces vaches est, donc, un premier pas vers une gestion
efficace. Ainsi, réaliser des mesures de BHB en utlisant des méthodes semi-
guantitative ou quantitative disponibles dans le marché humain est fortement
recommandé. Le cout et la difficulté de dosage des AGNE au niveau du troupeau
imposent le développement d’un dispositif basé sur les systemes. Des programmes
de suivi et de gestion de la période de transition peuvent utilement inclure les
concentrations en AGNE durant la semaine précédant le vélage et le BHB et les AGNE

durant les premieres semaines apres vélage.
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PERSPECTIVES

Vue les résultats de ce présent travail et notamment les résultats de chapitre 2 et 4,

Nous Proposons comme perspectives :

1)

2)

3)

4)

5)

Des enquétes exhaustives pourront étre menées pour évaluer la dynamique et
les facteurs de risque de NEB et CSC dans nos élevages. Il faudrait pour cela
partir d'une base de données établie en collaboration avec les éleveurs et
certains établissements (ONIL, DSA ...etc.) qui nous permettrait d’aboutir a un
plan d’analyse complet;

Développement d’'un dispositif de dosage des AGNE et qui peut étre utilisé ‘au
chevet de la vache’. Pour ce faire, il suffit d’établir une collaboration entre les
laboratoires faisant I'électronique, microfluidiques et bien sir un laboratoire
vétérinaire ;

A l'instar de syndrome des ovaires poly kystiques ‘OPK’ trés répondue chez les
femmes diabétiques. Il conviendrait, donc, de faire des études approfondies en
évaluant les effets des taux élevés en BHB sur I'occurrence des kystes ovariens
chez les vaches laitieres au post-partum ;

Faire des études in vitro sur les effets des taux élevés en AGNE et BHB sur la
motilité spermatique et le pouvoir fécondant des spermatozoides en évitant
toutes autres interactions biologiques qui peut étre produites avec le plasma;
Faire une méta-analyse sur l'efficacité thérapeutique de certains produits
utilisés dans le traitement des cétoses et qui représentent une variation

importante de leur efficacité dans plusieurs travaux.
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APPENDICE A

LISTE D’ABREVIATION

% : pourcent ;

+LR: positive likelihood ratio.

°C : degré Celsius;

ABHD5: Alpha-beta hydrolase domain-
containing 5;

Ac : Acétone ;

AcAc : Acéto-acétate;

ACAT: Acetyl-CoA acetyl transferase;
ACC1 : acetyl-CoA carboxylasel;
Acétyle-CoA : acétyle-coenzyme A ;

ACS : Acyl-CoA Synthetase ;

ADN : acide désoxyribonucléique ;

AGNE : acides gras non estérifiés

AGNE-E : AGNE-élevés :

AGNE-post : AGNE élevés au post-partum
ALH : Lateral Displacement Of Sperm Head;
ALT : alanine aminotransférase ;
AMPK : adénosine monophosphate kinase;
AOPP : Advanced Oxidised Protein Products;
ApoB100: apolipoproteine B 100;

arl : autoregressive de I'ordre 1;

AST : aspartate aminotransférase ;

ATGL : adipose triglyceride lipase;

ATP: adénosine triphosphate;

AUC : Area under ROC curve

BDH1: BHB déshydrogénase 1;

BEN : bilan énergétique négatif ;

BHB : B-hydroxybutyrate ;

BHB-E : BHB élevé

BHB-post : BHB élevé au post-partum ;

Ca : calcium ;

CA : Canada;

CASA : Computer Assisted Semen Analysis ;
CAT: Acylcarnitine Translocase;

CCC : critere de groupement cubique ;
ChREBP : Carbohydrate Response Element
Binding Protein;

CNIAAG : Centre National de I'Insémination
Artificielle et de I'Amélioration Génétique ;
CO : cyclicité ovarienne ;

Coh: étude de cohorte ;

CPT | : Carnitine Palmitoyl Transférase I;
CPT II: Carnitine Palmitoyl Transférase Il ;
CS: symétrie compose;

CSC: cétose sub-clinique;

DEUX : AGNE et BHB élevés ;

dNEC : perte de la NEC;

DSA : Direction de Service Agricole ;

EOA : Espéces Oxygénées Activées;

Eob: Etude observationnelle ;

ES : Erreur Standard ;

ET : Ecart-type ;

Et: essai clinique ;

EU : Europe;

FSH : follicle stimulating hormone;

GEE : équations d'estimation généralisées ;
GH: hormone de croissance (Growth
Hormone) ;

Glut4 : transporteur de glucose 4;

GnRH: Gonadotropin-releasing hormone;
h : heur

HGMCS2: 3-hydroxy- 3-méthylglutaryl-CoA
synthase 2;

HMGCL: 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-CoA
lyase;

HR: Hazard Ratio;

P: indexe d’hétérogénéité ;

IA : insémination artificielle ;

IA1 : premiére insémination artificielle ;
IC 95% : intervalle de confiance a 95% ;
IGF-I : Insulin-like Growth Factor I;

IgM : Immunoglobuline M ;

IL1 : interleukin-1;

IL6: interleukin-6;

IV-IAF : intervalle vélage- insémination
artificielle fécondante;

JAVP :jours avant le vélage présumé ;
JPP: jours postpartum;

K : Potassium;

LH : luteinising hormone ;



LHS: lipase hormono-sensible;

LIN: Linearity ;

LPL : Lipo-Protéine Lipase ;

Mg : Magnésium ;

Min: minute;

mmol/L : millimole/litre ;

MSI: matiére seche totale ingérée

Na : Sodium ;

NAD: nicotinamide adénine dinucléotide;
NEC : Note d’état corporel ;

ONIL : Office National Interprofessionnel du
Lait et Produits Laitiers ;

OR : Odds Ratio;

OS: stress oxydatif;

P : Phosphore ;

P4: progesterone ;

PK: Pyruvate Kinase;

PMN: polymorphonucléaires;

PPRA Yy : Peroxisome-Proliferator-Activated-y ;
PPRA- @ Peroxisome Proliferator-Activated
Receptor-;

PROC : procédure ;

RE: réticulum endoplasmique ;

ROS: Reactive Oxygen Species ;

RP : rétention placentaire ;

RQUICKI : Quantitative Insulin Sensitivity
Check Index;

RR; Risque Relatif;

SAINE: vaches saines

SK :Corée du Sud ;

SNC: Systéme Nerveux Central;

SP1 : sous-population 1;

SP2 : sous-population 2 ;

SP3 : sous-population 3 ;

SPP: semaines postpartum;

SREBP1c: Sterol Regulatory Element-Binding
Protein-1c;

STR: Righteousness movement ;

TG: triglycérides;

TNF-a: facteur de nécrose tumorale-o (Tumor
Necrosis Factor a);

TR1IA : taux de réussite a la premiere
insémination ;

US : Etats-Unis ;

V/V : Volume : volume ;

95

VAP :Average path velocity;

VCL : Curvilinear velocity;

VLDL: very low density lipoproteins;
VSL :Straight line velocity ;

WOB: Balancing;

YGT : y-glutamyltransférase;

x? : Q-test de Cochrane ;

A: microliter;

4m : micrometre.
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