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Résumé

Les besoins énergétiques de la vache sont extrémement différents entre la période
de tarissement et le début de lactation. Cette période spécifique se caractérise par un déficit
énergétique. L'étude a comme objectifs de détecter le déficit énergétique, d’évaluer
I'influence de ce dernier sur la concentration de certains paramétres biochimiques et enfin
de mettre en évidence des liens entre les indicateurs du déficit énergétique et les marqueurs

d’inflammation.

La partie expérimentale de cette étude a été réalisée sur 21 vaches laitieres
provenant de deux élevages situés a Chlef. Deux prélevements de sang ainsi que des
notations de I'état corporel ont été réalisés avant vélage, et au pic de lactation. Les
prélevements de sang ont permis de doser les parametres suivants : les AGNE, le BHB, le
glucose, le cholestérol, le ratio AGNE/cholestérol, les protéines totales, I'albumine, les
globulines, le ratio albumine/globulines, le fibrinogene, et le ratio protéines
plasmatiques/fibrinogéne. L’analyse des données a permis de constituer deux groupes de

vaches [vaches malades (VM) et présumées saines (VS)].

Nos résultats ont révelé un déficit énergétique chez presque la moitié des vaches de
notre échantillon (seuil d’AGNE >0,3 mmol/L en prépartum et seuil d’AGNE >0,7 mmol/L en
postpartum), une baisse de la NEC de 0,8 point au pic de lactation, une prévalence élevée
(42,86%) de cétose subclinique en postpartum (BHB>1,2mmol) et une stéatose hépatique
chez les vaches cétoniques, mis en évidence par I'élévation importante du ratio
AGNE/cholestérol. Il a été enregistré chez les (VM) en déficit énergétique, une hyper-
protéinémie, une hypo-albuminémie, une hyperglobulinémie, un ratio albumine/globulines
trés faible, une concentration de fibrinogéne et un ratio protéines plasmatiques/fibrinogéne
élevés. Les résultats obtenus soutiennent I’existence d’un statut inflammatoire en relation

avec le déficit énergétique des vaches.

En fin, une bonne gestion du tarissement et de I'entrée en lactation doit permettre
de contréler le déficit énergétique, et diminuer 'incidence des troubles de santé des vaches

laitieres.

Mots clés : indicateurs, déficit énergétique, inflammation, vache laitiere, péripartum.
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Abstract

The energy needs of the cow are extremely different between the drying period and
the beginning of lactation. This specific period is characterized by an energy deficit. The
objectives of the study is to detect the energy deficit, to evaluate the influence of the latter
on the concentration of certain biochemical parameters and finally to highlight the links

between the indicators of the energy deficit and the inflammation markers.

The experimental part of this study was carried out on 21 dairy cows from two farms
located in Chlef. Two blood samples as well as body status ratings were made before calving,
and at the peak of lactation. Blood withdrawals have made it possible to assay the following
parameters: AGNE, BHB, glucose, cholesterol, agne / cholesterol ratio, total proteins,
albumin, globulins, albumin / globulin ratio, fibrinogen, and the plasma protein / fibrinogen
ratio. The analysis of the data made it possible to form two groups of cows [sick cows (VM)

and presumed healthy (Vs)].

Our results have been revealed an energy deficit in almost half of the cows of our
sample (agne threshold 20.3 mmol / | in preparation and agne threshold >0.7 mmol / |
postpartum), a drop in the NEC 0.8 points at the peak of lactation, a high prevalence
(42.86%) of subclinical cétosis in postpartum (BHB>1,2mmol) and hepatic steatosis in ketone
cows, highlighted by the significant elevation of the AGNE / CHOLESTEROL RATIO. It was
recorded in the (VM) energy deficit, a high serum protein tree, hypo-albuminemia,
hyperglobulinemia, a very low albumin / globulin ratio, a concentration of fibrinogen and a
plasma protein / fibrinogen ratio high. The results obtained support the existence of

inflammatory status in relation to the energy deficit of cows.

In the end, good sizeship management and lactation entry should make it possible to

control the energy deficit, and reduce the impact of dairy cow health disorders.

Key words: Indicators, energy deficit, inflammation, dairy cow, Peripartum.
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INTRODUCTION



Le péripartum est une période cruciale dans le cycle physiologique de la vache
laitiere, tant pour assurer ses performances de production et de reproduction que pour

limiter les risques de développement d'autres maladies (Forgeat, 2013).

Des changements majeurs se produisent au moment de la parturition afin de répondre a
I"augmentation drastique de la demande en glucose, en acides aminés et en acides gras pour
la production laitiere. L'un de ces changements est 'augmentation de la concentration
d’acides gras non estérifiés (AGNE) dans le sang (Leroy et al., 2008). Ceux-ci peuvent étre
oxydés au niveau du foie ou partiellement oxydés afin de produire des corps cétoniques
(Wathes et al., 2007). Le principal corps cétonique synthétisé par le foie lorsque les réserves
corporelles sont mobilisées est le béta-hydroxybutyrate (BHB), et sa concentration dans le
sang, est un indice de I'oxydation des acides gras (Wathes et al., 2007 ; Fauteux, 2017). Il
permet alors de déterminer le degré de mobilisation du foie et I'ampleur du déficit
énergétique. L'accumulation de ces corps cétoniques dans I'organisme de I'animal cause une
pathologie métabolique nommée acétonémie ou cétose. Au moins 50 % des vaches laitiéres
exprimeront une période temporaire de cétose subclinique dans le premier mois de

lactation (Wathes et al., 2007 ; Imhasly et al., 2014).

La détection précoce de ces cétoses subcliniques et du déficit énergétique est un point clef
pour la mise en ceuvre des mesures correctives essentielles a la bonne santé économique de
I’élevage. Plusieurs moyens de détection sont proposés : la notation de d’état corporel ; le
dosage des AGNE, des BHB, du cholestérol et d’autres parametres biochimiques (Segovia,

2015).

Les syndromes inflammatoires sont fréquents chez les bovins. En effet, en période de
péripartum, la vache se trouve physiologiqguement dans un état pro-inflammatoire.
L'augmentation du taux circulant d’AGNE, ainsi que l’excés des radicaux libres sont
responsables de l'activation des voies pro-inflammatoires (Lauriane, 2015). Mettre en
évidence cet état inflammatoire n’est pas toujours facile, notamment lors d’affections
subcliniques, d’affections chroniques non actives ou lorsque |’expression clinique est fruste,

et nécessite parfois I'utilisation de biomarqueurs (Schelcher et al., 2014).

Dans ce contexte, les objectifs de cette étude sont de détecter précocement le déficit
énergétique chez la vache laitiere, d’évaluer 'influence de ce dernier sur la concentration de
certains parametres biochimiques, et enfin de mettre en évidence des liens entre les

indicateurs du déficit énergétique et les marqueurs de I'inflammation.



CHAPITRE | : RAPPELS SUR LE DEFICIT ENERGETIQUE DE LA VACHE LAITIERE.

La plus grande part de la digestion des aliments a lieu dans le rumen-réseau grace a
I'action de la microflore bactérienne. Cette microflore dégrade les glucides en sucres simples
(oses) qu'elle utilise pour sa croissance et pour synthétiser des acides gras volatils (AGV)
utilisés par les ruminants sous forme d'énergie. Les AGV formés dans le rumen sont absorbés
par la paroi digestive et transportés par le sang jusqu'au foie pour étre métabolisés afin de
fournir de I'énergie. Le lactate, qui est un précurseur de |'acide propionique, peut se former

aussi dans le rumen avant d'étre absorbé (Ali-Amara, 2004).

Les AGV formés sont : l'acide acétique (65%), I'acide propionique (20%), I'acide butyrique
(15%). Ces AGV sont transformés au niveau du foie en Acétyl-Coenzyme A. L'Acétyl-Co.A
entre dans le cycle de Krebs par l'intermédiaire de |'oxalo-acétate qui conditionne son entrée
dans le métabolisme énergétique cellulaire. L'Acétyl-Co.A est aussi déterminant dans le
métabolisme des lipides. La vache a un grand besoin d'énergie qui lui est apportée a 70% par
les glucides alimentaires. Apreés le vélage, la vache oriente en priorité ses dépenses d'énergie
vers la production lactée, vient en second lieu la croissance et |'entretien puis enfin la

reproduction. Ainsi, des besoins différents exigent des rations différentes (Gozlan, 2014).

1.1. Le déficit énergétique autour du vélage :

Durant les derniéres semaines de gestation, les besoins énergétiques se voient
augmentés a cause de la croissance foetale, et dans les derniers jours de gestation a cause de
la production des constituants du colostrum et de la libération des glucorticoides qui
accélerent le métabolisme (Salat, 2005). Deux raisons expliquent le déficit énergétique chez
la VL : I'une des raisons est le niveau élevé des dépenses (forte production). L'autre raison
est une insuffisance d'apport liée soit a un probléeme de consommation soit a un défaut
d'assimilation de la ration (texture, inrumination, déséquilibre). Le bilan énergétique de la
VL, qui est une soustraction entre les apports et les dépenses d'énergie, doit étre positif

sinon il y aura déficit énergétique (Figures 1-2) (Ali-Amara, 2004).
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Figure 1 : Production, capacité d’ingestion et variation du poids (Enjalbert, 2017).
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Figure 2 : Variation des besoins énergétique de la vache laitiére (Enjalbert, 2017).

Aprés la mise bas, la production lactée croit intensément, les besoins énergétiques
sont doublés en quelques jours et continuent a augmenter jusqu’au pic de lactation. Tandis
gue, pendant les derniéres semaines avant le vélage, I'espace occupé par le foetus augmente
en limitant la place disponible pour le rumen. L'inextensibilité de la cavité abdominale fait
gue la capacité d’ingestion diminue significativement durant les 3 dernieres semaines ante-
partum et chute fortement dans les jours précédant le part (Grummer, 1993) de 30% (Goff
et Horst, 1997 ; Rousseau, 2013) voir 50% (Salat, 2012 ; Bobe et al., 2004), et par la suite
réaugmente progressivement (Aubadie-Ladrix, 2011) pour atteindre son maximum entre la
dixieme et la douziéme semaine de lactation (Ferré et al., 2004). Cette baisse d’ingestion est

une cause majeure du déficit énergétique en fin de gestation et en début de lactation.

D’autres facteurs tendent a accentuer le déficit énergétique au cours des derniers jours de
gestation, comme le stress de la mise bas, la forte hausse du taux d’cestrogénes (Drackley,

2004 ; Grummer, 1993) et l'augmentation du cortisol qui stimule le métabolisme. Il est



important de préciser que ce déficit est inévitable et s’accentue bien évidemment a I'entrée

en lactation (Aubadie-Ladrix, 2001).
1.2. Déficit énergétique et modifications biochimiques :

Pour pallier au déficit énergétique, I'organisme doit mobiliser ses réserves. Cet état est
physiologique et normal a ce stade. Cependant, il arrive qu’un déséquilibre exacerbé entre
les apports et les dépenses s’installe. Dans ce cas, deux phénomeénes en résultent : la

stéatose et la cétose (Duffield, 2011).

1.2.1. Lalipolyse:

Lors d’'un déficit énergétique intense, I'organisme puise dans le tissu adipeux pour se
procurer de I'énergie, on parle alors de lipolyse. Le relargage des réserves lipidiques par le
tissu adipeux se fait apres hydrolyse des triglycérides en acides gras non estérifiés (AGNE) et

glycérol. La majorité de ces AGNE est prélevée par le foie (Fournet, 2012).

1.2.2. Acides Gras Non Estérifiés AGNE :

lIs sont transportés par I'albumine dans le sang (Lean et al., 1991) et peuvent étre utilisés
par la mamelle pour produire la matiére grasse. lls seront a I'origine des acides gras longs du
lait et peuvent entrainer une hausse du taux butyreux en cas de déficit énergétique au début
de lactation (Aubadie-Ladrx, 2011). La production d’énergie a partir de I'oxydation d’AGNE
se réalise suite a une captation hépatique, et se fait en fonction de leur concentration

sanguine (Lea et al., 1991), plusieurs devenirs sont alors possibles :

e Une oxydation compléte avec un cycle de Krebs pour produire de I'énergie.
e Une oxydation incompléte en corps cétoniques.
e Une estérification pour former des triglycérides et étre exportés sous forme de
Very Low Density Lipoprotéine (VLDL).
e Une estérification pour former des triglycérides et étre accumulés dans le foie.
L’orientation vers I'une ou I'autre de ces voies se fait en fonction de la disponibilité de

différents substrats.



1.2.3. Corps cétoniques :

Les corps cétoniques sont des produits issus du catabolisme incomplet des acides gras. Ces
réactions ont lieu dans les mitochondries des cellules hépatiques lorsque I'organisme ne
dispose pas suffisamment de glucose comme source d’énergie. Leur apparition s’observe

donc lors de déficit énergétique (Herdt, 2000 ; Cuvelier et al., 2005).



CHAPITRE Il : IMPACT DU DEFICIT ENERGETIQUE SUR LA SURVENUE DE
L'INFLAMMATION ET L'INCIDENCE DES TROUBLES DE SANTE EN
POSTPARTUM.

2.1. Déficit énergétique et inflammation :

De nombreuses études suggerent que certains aspects du métabolisme énergétique,
notamment la lipomobilisation, peuvent avoir un impact négatif sur la réponse
inflammatoire peripartum. Un dysfonctionnement ou un déreglement de la réponse
inflammatoire pourrait étre le lien commun entre I'augmentation de la fréquence des
maladies métaboliques et de celle des maladies infectieuses au cours de cette période

(Sordillo et Raphael, 2013).

Tous les stimuli d’origine infectieuse, traumatique, néoplasique, toxique ou immunitaire,
implique systématiquement une inflammation locale puis une succession d’événements
aboutissant a une réponse systémique, alors appelée la réaction inflammatoire aigué. Cette
réponse est issue de 'interaction entre le systéme nerveux central et le systeme immunitaire
via de nombreux effecteurs : cytokines, hormones, neurotransmetteurs et neuropeptides
(Borghetti et al., 2009).

2.1.1. Les médiateurs de I'inflammation :

2.1.1.1. Histamine:

C’est une amine vasoactive stockée dans les granules des mastocytes et des
basophiles. Elle augmente la perméabilité vasculaire et permet la contraction des muscles
lisses localement. Elle agit aussi au niveau du systéme nerveux et provoque la sensation de

douleur (Merrouche et al., 2020).

2.1.1.2. Cytokines pro-inflammatoires :

Sont des petites protéines sécrétées par les cellules en réponse a divers stimuli. Au niveau de
la réponse immunitaire, elles permettent la communication entre les cellules immunes et

I'orientation de la réponse en fonction de la nature du signal détecté (Lemaire, 2018).

En effet, I'élément pathogéne est reconnu et lié a une protéine sérique,
généralement la LBP (Lipopolysaccharide binding protéine) qui le livre aux récepteurs CD14

présents sur la surface des macrophages et autres cellules inflammatoires. Le récepteur est



alors activé et induit la production de cytokines, des peptides de bas poids moléculaire
sécrétés par des leucocytes activés (alors appelés interleukines) ou par d’autres cellules
(Ceciliani et al., 2012). Les cytokines peuvent étre divisées en 3 groupes (Jain et al., 2011) :
e Les cytokines qui inhibent ou stimulent la prolifération des cellules : IL-2, IL-3, IL-4,
IL-7, IL-10, IL-11, IL-12 et le GM-CSF (facteur stimulant les colonies de granulocytes et
macrophages).
e Les cytokines pro-inflammatoires : TNF-a/B, IL-1a/B, IL-6, IFN-a/y, IL-8, la
macrophage inhibitory protein-1.
e Les cytokines anti-inflammatoires : antagonistes du récepteur de I'lL-1, les récepteurs
de I'lL-1, la TNF-a binding protein et I'lL-1 binding protein.
Les cytokines pro-inflammatoires, sont a l|'‘origine de la libération de protéines de

I'inflammation aigue.

2.1.1.3. Protéines de la phase aigué :

Les protéines de la phase aigué (PPA) sont les effecteurs de la premiére réaction de
I'organisme a un stress antigénique, donc sont les effecteurs de la réponse innée. Leur
concentration varie de 25 % en réponse a une inflammation (Molmy, 2018). Elles sont pour
la plupart majoritairement synthétisées dans le foie. Les études récentes montrent que les
PPA interagissent a la fois avec les éléments pathogenes et les cellules immunitaires afin de
moduler la réponse inflammatoire (Sitrin et al., 1998 ; Ceciliani et al., 2012).

Les protéines de la phase aiguent PPA sont classées en 2groupes : les protéines
positives et les protéines négatives. On distingue plusieurs groupes de PPA positives (Jain et
al., 2011) :

e Les PPA majeures : qui, leurs concentrations se multiplie par 100 a 1000 lors d’un
stimulus inflammatoire.
e Les PPA modérées: qui, leurs concentrations se multiplie par 5 a 10 lors d’une
inflammation.
e Les PPA mineurs : qui leur concentration est inférieure a 2.
La synthese des protéines dites négatives, telles que la transthyrétine, la Retinol Binding
Protein, la Cortisol Binding Protein, la transferrine et |'albumine, est diminuée lors
d’inflammation, la synthése hépatique étant redirigée vers les protéines positives.
Une nouvelle PPA a été décrite récemment chez les bovins (Schroed| et al., 2001) : la LBP

(Lipopolysacharride Binding Protein), déja connue chez I'homme (Schumann et al., 1999).



Elle évoluerait de fagon semblable a I'haptoglobine bovine, avec cependant une cinétique

plus rapide.

2.1.1.3.1. Fibrinogéne:

Le fibrinogene est une glycoprotéine synthétisée par le foie essentiellement.
Certaines structures extra-hépatiques, telles que ['épithélium pulmonaire capable de
synthétiser localement le fibrinogéne sous I'effet des médiateurs pro-inflammatoires.

Il est impliqué dans le maintien de I’homéostasie et dans le processus de réparation
tissulaire, en constituant le substrat de formation du réseau de fibrine. Il contribue a la
formation de la matrice permettant la migration des cellules impliquées dans la réaction
inflammatoire (Rubel et al.,2001).

Lors d’inflammation, la synthése de fibrinogene est largement augmentée sous I'effet de
I'interleukine 6 essentiellement, des glucocorticoides et de I'oncostatine M, généralement
dans les 24 heures (Herrick et al., 1999). Leurs propriétés pro-inflammatoires sont
essentiellement liées a leur capacité de se lier puis a activer de nombreuses cellules
immunitaires (Tableau 1) (Molmy, 2018).

Tableau 1 : Mécanismes d’induction de la réponse inflammatoire par le fibrinogéne (d’aprés

Molmy, 2018).

Liaison Récepteur cellulaire - | Cellules impliquées Réponse inflammatoire
Portion du fibrinogéne
CD11b/CD18 - Fiby Monocytes circulants Cytokines TNF-a et IL-1B

Macrophages tissulaires
Cellules microgliales
CD11c/CD18 - Fiby Cellules dendritiques Réle encore peu connu
Monocytes Macrophages
Neutrophiles
Lymphocytes B

ntégrine — Fiby Mastocytes Hypertension vasculaire
TLR-4 - Fibrinogene Macrophages Libération de cytokines et
chémokines : MCP-1, MIP-1,
IL6é, IL8, TNF-a, MMP1,
MMP9.

La concentration du fibrinogéne peut étre artificiellement augmentée en cas
d’hémoconcentration causée par une déshydratation ou une augmentation des pertes. Il ne
permet toutefois pas de différencier une augmentation du fibrinogéne réelle d’une

augmentation artéfactuelle par hémoconcentration (Sutton et Hobman, 1975). Le pic de son



taux est atteint en 4 jours et le taux reste élevé tant que la cause de l'inflammation est

présente (Cole et al., 1997).

2.1.1.3.2. Haptoglobine :

L’haptoglobine est une glycoprotéine sérique majoritairement synthétisée dans le
foie, et dans les glandes mammaires des bovins lors d’inflammation locale. Sa synthése est
induite par la sécrétion d’interleukines, notamment par I'lL-6, IL-1 et de TNF. Chez les bovins
il n’existe qu’un seul phénotype haptoglobine 2-2 et I'haptoglobine circule dans le plasma,
lige a I'albumine (Ceciliani et al., 2012). L’haptoglobine se lie a I’hémoglobine (Hb)
plasmatique libre en formant un complexe stable (Hp-Hb). La capture de I’hémoglobine qui
est, d’apres (Wagener et al., 2001), toxique et pro-inflammatoire sous forme libre, confere a
I’haptoglobine plusieurs fonctions biologiques.

La formation de ce complexe permet d’une part, de réduire les dégradations oxydatives
induites lors de ’"hémolyse et d’autre part, de prévenir la perte de fer (Wagener et al., 2001 ;
Yang et al., 2003). En réduisant ainsi le fer nécessaire a la croissance bactérienne,
I’haptoglobine présente une activité bactériostatique (Eaton et al., 1982).

Les complexes Hp-Hb incorporés dans les phagolysosomes des cellules phagocytaires
pourraient générer des radicaux libres ayant une activité microbicide directe (Lewis et Dyer,
1995). L'Hp est un trés bon marqueur de l'inflammation puisque, comme le montre le
tableau ci-dessous (Tableau 2), sa valeur basale est trés faible, son intervalle de référence

tres étroit (Ceciliani et al., 2012).



Tableau 2: Intervalles de référence de I’haptoglobine chez des bovins sains (Moretti et al.,

2017).
Unité | Nombre Intervalle Moyenne # | Stade Race Référence
d’animaux | de écart-type | physiologique
référence
umol/L | 145 0,8-21,8 3 jours aprés | Holstein (Moretti et
femelles 0,1-4,4 vélage al., 2017)
*30jours
apres vélage
mg/L 10 femelles 60,0 £ 20,0 | Non précisé Non Baydar,
précisée | Dabak 2014)
mg/L 71 femelles | <196 Agés de 5 a | Pas Seppadlassila
49 males 55 jours d’effet et al., 2013)
g/L <0,1 (Ceciliani et
al., 2012)
mg/dL 0,0-0,5 (Jain et al.,,
2011)
mg/mL <0,1 (Ritcher,
1974)
2.1.1.3.3. Protéines sériques amyloides A (SAA) :

Les SAA sont synthétisées principalement par le foie lors de stimulations par des
cytokines ou par des lipopolysaccharides bactériens (Trumel et al., 2018), mais aussi par la
mamelle lors de la gestation, d’involution tissulaire ou de mammite (Molenaar et al., 2009).

Les propriétés des SAA ne sont que partiellement connues. Deux hypothéses sont
émises : selon la premiéere : les SAA sont associées au HDL, favorise la fourniture de lipides,
en particulier de cholestérol aux cellules dont les besoins sont augmentés pour la
reconstitution tissulaire au sein du foyer inflammatoire. Selon I'autre hypothése la SAA
faciliterait la phagocytose par les macrophages du cholestérol issu de la lyse cellulaire et son
recyclage ultérieur par le foie (Neveu, 2005).

La SAA plasmatique est plus sensible et augmente plus rapidement que
I’haptoglobine aprées le début d’infection (Heegard, 2000) donc la SAA est un marqueur de
choix en raison de sa faible teneur chez un animal sain, sa trés forte augmentation lors
d’inflammation, sa précocité d’apparition, sa capacité d‘étre un marqueur du bienétre de
I'animal. Mais son utilisation est gene par la difficulté de purification et de quantification

(Horagadoga et al., 1999).
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2.1.1.3.4. Albumine:

L’albumine bovine est une protéine négative diminuent sensiblement dans les
premiers jours de la réaction inflammatoire, principalement en raison de la diminution de la
synthése hépatique. Il semblerait que ceci soit la conséquence ; une orientation du
métabolisme hépatocytaire vers une synthese préférentielle de PPA positives, au détriment
des PPA négatives. Ce phénoméne permettrait de contrebalancer ; augmentation de la
pression oncotique due aux protéines positives, et de fournir davantage des acides aminés
pour leur élaboration. Cependant (Engler, 1995), fait remarquer que la plupart des PPA
négatives sont des protéines de transport. La diminution de leur concentration plasmatique
conduit a l'augmentation de la fraction libre, active, des ligands (vitamines, hormones,
acides gras, oligo éléments) qui jouent un réle important dans la phase de restauration

cellulaire (Corbiere, 2002).

2.1.1.3.5. Immunoglobulines :

Les globulines sont des protéines sériques aux nombreux réles, elles sont notamment
actrices de la réponse immunitaire humorale. La différence entre la concentration
d’albumine et de protéines totales correspond a la concentration en globulines. Il existe
différentes globulines : les globulines a-1 (représentant environ 10 % des globulines), les
globulines a-2 (16 %), les globulines B (18 %), et le groupe majoritaire chez les bovins, les
globulines y (environ 55 %). Chaque catégorie peut étre évaluée par électrophorese des

protéines sériques (Smith, 2009) (Tableau 3).
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Tableau 3: Intervalles de référence des protéines totales, albumine et globulines chez des

bovins sains (Moretti et al., 2017).

Nombre Stade Race Protéines | Albumine (g/L) | Globulines Référence
d’animaux | physiologique totales (g/L)
(s/L)
145 3 jours aprés | Holstein | 48,3-83,4 | 29,2 -39,5 16,4 — 44,8 (Moretti et
femelles vélage 30 59,8-95,7 | 29-40,9 al., 2017)
jours  apres 29-40,9
vélage
67— 75 30-36 (Smith,
2009)
85 Lactation Holstein | 705 34 + 3 par|36 * 6 par| Chorfi et
femelles colorimétrie colorimétrie al., 2004)
27,4 + 2,8 par | 43,0 £ 6,0 par
électrophorese | électrophorése
Multiples | 64,5 a|30a35 50 a 55 en | (Labouche,
89,2 en milieux 1964)
milieux tropicaux 40
tropicaux en milieu
tempéré
2.2. AGNE et inflammation :

Chez la vache, des excés de tissu adipeux (vache grasse au vélage) et une
concentration élevée en AGNE (vache en déficit énergétique postpartum) sont des facteurs
de risque pour plusieurs maladies inflammatoires telle que les mammites et les métrites
avec un seuil d’alerte habituellement admis 0.4 mmol/l entre 7 et 10 jours postpartum.
Plusieurs mécanismes sont proposés pour expliquer la relation entre les AGNE et la
régulation de la réponse inflammatoire. lls affectent plus particulierement la fonction de

deux types cellulaires, celle des leucocytes et celle des cellules endothéliales (Sylvie, 2014).

2.2.1. Activation de la voie NFkB par les AGNE :

Les cellules épithéliales possedent a leur surface des Toll Like Receptors (TLR) qui
reconnaissent chez les pathogénes des séquences conservées, les Pathogen-Associated
Molecular Patterns (PAMP). Les PAMPs sont, par exemple, des constituants de la paroi des
bactéries : I'acide lipotéichoique des bactéries a Gram positif, reconnu par les TLR1, TLR2 et
TLR6 ; ou encore le lipopolysaccharide (LPS) des bactéries a Gram négatif reconnu par le

TLR4. L'activation des TLR initie une cascade de signalisation aboutissant a la synthése de
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chimiokines et cytokines pro-inflammatoires, notamment des interleukines (IL), des
molécules de la famille du Tumor Necrosis Factor (TNF) et des prostaglandines (Gros, 2015).
Le NFkB (nuclear factor-kappa B) est une famille de petites protéines dimériques (p50-p65)
dont le rdle est d’activer la transcription de genes cibles et conduisant a I'établissement
d’une réponse pro-inflammatoire par synthése de cytokines, chimiokines et molécules
d’adhésion vasculaire. La voie NFKB peut étre activée par tous les récepteurs TLR. Or les
AGNE, dont I'acide palmitique (C16 :0) et stéarique (C18:0), peuvent activer le TLR-4 et ainsi
initier la réponse inflammatoire via la voie NFkB. De méme le TLR-2 peut aussi étre activé par
les acides gras saturés tel que I'acide dodécanoique (C12 :0) (Contreras et al., 2011).

En outre, les AGNE oméga 3 polyinsaturés (DHA, EPA) inhibent la production de NFkB, allant
dans le sens d’une suppression de la réaction inflammatoire. Or les concentrations en oméga
3 diminuent au cours de la période de transition. Les AGNE libérés au cours du peripartum

exercent donc une action pro-inflammatoire (Contreras et al., 2011).

2.2.2. Production de médiateurs pro-inflammatoires (EICOSANOIDES) :

Une autre voie par laquelle les acides gras peuvent interférer avec la réaction
inflammatoire et immune est la biosynthése des médiateurs lipidiques que sont les
eicosanoides : prostaglandines, prostacyclines, leucotriene, limouxines et thromboxanes qui
sont des modulateurs de la réaction inflammatoire. En présence de fortes concentrations
d’AGNE avec des profils typiques du peripartum (augmentation des acides gras saturés et
diminution des omega 3) ; la production des cytokines pro-inflammatoires par les cellules

vasculaires endothéliales augmente (Sylvie, 2014).

2.2.3. Perturbation de la fonction des macrophages et neutrophiles en peripartum :

Les macrophages et neutrophiles ont besoin de beaucoup d’énergie pour assurer leur
fonction antimicrobienne. Le glucose étant la principale source d’énergie, I'importante
diminution de la glycémie pendant le péripartum affecte les cellules immunitaires en limitant

la quantité d’énergie disponible (Sordillo et al., 2013).

2.2.3.1. Impact des AGNE sur la fonction immunitaire des leucocytes :

In vitro, I'activité phagocytaire des neutrophiles, n’est pas affectée par I'ajout d’AGNE

dans le milieu et ce quelle gu’en soit la concentration (Scalia et al., 2006). Cependant, la
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capacité des neutrophiles a produire des formes réactives de |'oxygene est trés variable
selon la concentration en AGNE avec laquelle les neutrophiles sont incubés (Scalia et al.,,
2006 ; Ster et al., 2012) ont quant a eux rapportent que les concentrations élevées en AGNE

diminuent significativement le burst (explosion) oxydatif.
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CHAPITRE Il : EVALUATION D’UN DEFICIT ENERGETIQUE (LES INDICATEURS).

Certains parameétres biochimiques peuvent aider a la mise en évidence d’un bilan
énergétique négatif et de pathologies métaboliques associées. Le déficit énergétique peut
s’évaluer en prépartum via le dosage des AGNE afin de détecter précocement les animaux a
risques de développer une cétose subclinique. La NEC, la glycémie, la cholestérolémie, la
concentration sanguine en BHB et en AGNE, la composition du lait sont des indicateurs de

déséquilibre énergétique en postpartum (Gozlan, 2014).

3.1. Evaluation de I’état corporel et des réserves graisseuses :

La NEC (Note d’Etat Corporel) d’une vache laitiére est une évaluation de la proportion de
la masse grasse et est reconnue a la fois par les scientifiques et les éleveurs comme un
parametre important dans la conduite du troupeau. Quel que soit I'échelle utilisée, la valeur

basse correspond a un état d’émaciation et la valeur haute a I'obésité (Roche et al., 2009).

La NEC optimale au vélage est de 3,0 a 3,25 (pour une échelle de 0 a 5), une NEC plus basse
est associée a une baisse des productions et du niveau de reproduction tandis qu’une NEC >
3,5 est associée a une réduction de la quantité de matiére seche ingérée en début de

lactation et une hausse des risques de maladies métaboliques (Roche et al., 2009).

Le risque de cétose chez les vaches avec une NEC > 3,75, entre 3,25 et 3,5 et une NEC < 3,0

est respectivement de 10,7%, 3,1% et 1,3% (Seifi et al., 2011).

Suite au vélage, une perte d’état corporel postpartum a lieu, avec une NEC la plus faible
entre 40 et 120 jours postpartum (Rezamand et al.,2007 ; Lucy et al., 2009). Cette perte de
NEC ne doit pas excéder un point par rapport au nadir de la NEC sur un cycle vélage/vélage.
Ensuite, les réserves des tissus se reconstituent, simultanément avec une stabilisation et une

baisse de la production laitiere (Roche et al., 2009).

On évalue I'état de chair d'une vache par appréciation visuelle de 4 points anatomiques
arriere (base de la queue, tubérosité ischiatique (point des fesses), détroit caudal, ligne du
dos) et de 2 points latéraux (pointe de la hanche, apophyses transverses et épineuses). Le
systéme le plus couramment utilisé pour les vaches laitiéres est I'échelle de 1 a 5 avec 1 pour

une vache émaciée, 2 mince, 3 moyenne, 4 grasse, 5 obése (Roche et al., 2004).
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3.2.  Les parametres sanguins :

3.2.1. Les AGNE:

Comme vu précédemment, les AGNE proviennent de la lipomobilisation. Ils permettent
de mettre en évidence un bilan énergétique négatif (Adewuyi et al., 2005) : en effet, ils sont
fortement corrélés au bilan énergétique (Raboisson et Schelcher, 2009). La valeur seuil
utilisée pour évaluer un déficit énergétique trop important 2 a 14 jours avant vélage varie
selon les auteurs de 0,3 mmol/L (Ospina et al., 2010 ; Chapinal et al.,2011) a 0,5 mmol/L
(Leblanc et al., 2005) ; et celle aprés le vélage est de 0,7 mmol/L (Ospina et al., 2010).

Une concentration élevée reflete une lipomobilisation importante et supérieure aux
capacités d’utilisation hépatique (Raboisson et Schelcher, 2009). Une mobilisation des
réserves graisseuses ou une restriction énergétique sont significativement associées a un
bilan énergétique plus fortement négatif et a une plus forte concentration en AGNE circulant
(Vanhaelst et al., 2008 ; Dessauge et al., 2011 ; Sigl et al., 2013). Chez les vaches taries, avant
le vélage, le dosage des AGNE sanguins est le seul test indiqué pour évaluer le risque de
cétose. Une augmentation des AGNE met en évidence une lipomobilisation excessive et I'on
peut prédire un risque de cétose postpartum lorsque le taux d’AGNE est supérieur ou égal a

la valeur seuil de 0,3 mmol/L 10 jours avant le vélage (Richard, 2014).

La concentration en AGNE est plus haute chez les animaux en début de lactation que chez les
animaux en milieu et fin de lactation (Bjerre-harpgth et al., 2012). La concentration en AGNE
dépend également d’une part génétique individuelle, I’héritabilité rapportée est de 0,08 a

0,35 (Oikonomou et al., 2008).

3.2.2. B-hydroxybutyrate (BHB) :

Les corps cétoniques sont au nombre de trois. L'acétone n’est pas dosée, elle n’est
présente que sous forme de traces dans le sang. L'acéto-acétate est parfois dosé mais il est
instable dans les préléevements sanguins et les tests ne sont pas trés sensibles et spécifiques
(Oetzel, 2008). Par conséquent, les béta-hydroxybutyrates sont dosés car relativement

stables.

Lorsque la quantité d’AGNE excéde la capacité du foie a les oxyder completement, la

guantité de corps cétonigues augmente (Leblanc, 2010). Son dosage dans le sang constitue
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le Gold Standard pour diagnostiquer une cétose (clinique et subclinique), entre 5 et 50 jours

apres le vélage (Duffield et al., 2009).

En effet, La régulation de la production des corps cétoniques est liée au taux d’AGNE : si
celui-ci augmente (lipomobilisation), la cétogeneése est activée. Ensuite, les corps cétoniques
sont transportés vers les tissus (surtout les muscles), pour étre utilisés comme substrats
énergétiques, ou vers la mamelle et les reins, pour étre excrétés dans le lait et l'urine. lls
contribuent aux besoins énergétiques liés a I'entretien a hauteur de 7 a 12 % ; ce

pourcentage augmente en cas de lactation et de gestation (Brockman, 1979).

Chez des animaux cliniquement sains, la concentration sanguine en corps cétoniques est
inférieure a 10 mg/100ml (1 mmol/l) : 0.5 mg/100 ml pour I'AA, 4 mg/100 ml (< 0.8mmol/I)
pour le BHB, traces d’acétone (Brugere-Picoux, 1995). La concentration du BHB est tres
dépendante du moment du repas. Les corps cétoniques augmentent pendant le premier
mois de lactation, puis diminuent. En début de lactation, le BHB est corrélé négativement au

bilan énergétique (r = -0.43 apreés repas et — 0.58 avant) (Schelcher et al., 1995).

3.2.3. Lacinétique des AGNE et les BHB :

L'apparition des AGNE est plus précoce que celle des BHB, comme la montre.

Les AGNE sanguins permettent de mettre en évidence une lipomobilisation excessive avant
méme que la vache n’ait vélé. Ainsi en pratique les AGNE constituent un bon indicateur dans
les deux derniéres semaines avant le vélage et les BHB dans les deux semaines apreés le

vélage. (Gros, 2015).

3.2.4. lLaglycémie:

Le glucose est une molécule indispensable aux métabolismes énergétique cellulaire,
lipidique, feetal, et a la production laitiére (synthese de lactose) (Vagneur, 1992). Chez les
ruminants, l'essentiel du glucose sanguin provient de syntheses endogénes. La
néoglucogenese fournit 93 % du glucose utilisé : le foie en synthétise 85 % et les reins 8%, a
partir de substrats tels que le propionate, les acides aminés glucoformateurs, le glycérol et le

lactate (Brugere-Picoux, 1995).

La glycémie est soumise a de fortes variations individuelles et n'est que trés peu liée au

statut énergétique d'un bovin (Coulon et al, 1985). Chez les bovins, elle est

17



physiologiquement comprise entre 0,55 et 0,7 g.L-1 (soit 3,0 et 3,9 mmol.L-1). Une
hypoglycémie est souvent observée en début de lactation (il est alors toléré de voir la
glycémie descendre a 0,45 g.L-1 sans que cela ne soit considéré comme pathologique)
(Veriele, 1994). Certains auteurs considérent la glycémie comme un indicateur peu sensible
du statut énergétique (Kronfeld et al., 1982 ; Parker et Blowey, 1976). Par contre, (Doreau et
al., 1983) relient de fagon positive la glycémie au bilan énergétique pendant les six

premieres semaines de lactation.

Il a également été étudié la relation entre teneur en BHB et glycémie. Les vaches en cétose
ont une glycémie plus faible que les vaches non cétoniques tandis que, réciproquement, une
glycémie forte conduit a une concentration en BHB et un risque de cétose diminués
(Bjerreharpgth et al., 2012 ; Tehrani-Sharif et al., 2012) reprennent cette association
négative entre concentration plasmatique en BHB et glycémie en suggérant que |'utilisation
de ces deux indicateurs simultanément permet une meilleure évaluation du bilan

énergétique que leur analyse individuelle indépendant.

3.2.5. Lacholestérolémie :

Il est également possible de doser les lipides sanguins, afin de refléter une lipidose, via
les triglycérides (seuil supérieur de 1,8 g/L) et surtout le cholestérol (seuil supérieur de 2,6
g/L) (Siliart, 2014). La concentration en cholestérol est positivement corrélée a la balance
énergétique (Reist et al., 2002). Suite a une restriction énergétique, le taux de cholestérol
augmente quel que soit le stade de lactation et pourrait étre un indicateur utile de déficit
énergétique a tout moment de la lactation. Cette hausse pourrait étre attribuée a une
réestérification des AGNE en triacylglycérol et son exportation dans la circulation sous forme

de lipoprotéines a faible densité (Bjerre-harpgth et al., 2012).

3.2.6. Les parameétres hépatiques :

La fonction hépatique peut étre évaluée par une variété d’enzymes, mais toutes ne sont
pas pertinentes. Il faut étre tres prudent dans linterprétation des résultats car ces
parameétres n’ont pas toujours de bonnes corrélations avec le degré d’infiltration graisseuse

du foie (Nakagawa et al., 1997 ; Aubadie-Ladrix, 2005).

Le plus pertinent est d’associer le dosage des acides biliaires et celui des AGNE et si possible

au cholestérol total (Salat, 2012 ; Ferré et al., 2004). En effet, le cholestérol total permet de
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mesurer indirectement la capacité du foie a excréter des VLDL. Il doit étre supérieur a 1,94
mmol/L (Van Saun, 2000). Pour cela le rapport AGNE/Cholestérol utilisé doit rester inférieur

a 0,4 (Salat, 2012 ; Van Saun, 2000).

3.3. Les parametres de suivi au niveau du lait :

Les analyses du lait offrent I'avantage de la facilité de préléevement, y compris par les
éleveurs et sont facilement disponibles dans les élevages. La composition du lait varie en
fonction du statut énergétique et peut permettre d’évaluer le niveau énergétique sur un

cheptel (Friggens et al., 2007).

Une explication biologique ou physiologique est a l'origine de cette hypothése. La
mobilisation des réserves lipidiques associée a un bilan énergétique négatif est a |'origine
d’une augmentation de la concentration sanguine des AGNE (issus de la lipolyse) et une
fraction de ces AGNE est transformée en VLDL qui peut étre captés par la mamelle. Cela
conduit a une augmentation de |'absorption des acides gras par la mamelle et donc une
augmentation du taux butyreux du lait. Concomitamment, la diminution de Ia
consommation de glucides fermentescibles réduit la synthése des protéines par les bactéries
présentes dans le rumen. Le flux d'acides aminés arrivant a la mamelle est donc plus faible et
le taux protéique décroit Une corrélation élevée a été trouvée entre la variation du taux

butyreux (ATB) et le nadir du bilan énergétique (~30j PP) (De Vries et Veerkamp, 2000).

3.2.1. Taux protéique (TP):

Du fait d’une corrélation positive entre taux protéique et déficit énergétique, un faible
taux protéique est une conséquence classique d’un déficit énergétique chez la vache laitiere
ou d’une hypercétonémie. C'est également le reflet de I'évolution de I'état corporel en

début de lactation (Ennuyer et Laumonnier, 2013).

3.3.2. Taux butyreux (TB):

Le pourcentage de matiére grasse étant négativement corrélé a I’équilibre énergétique,
une augmentation du TB peut résulter d’un bilan énergétique négatif (Reist et al.,2002). En
effet, les acides gras mobilisés lors de déficit énergétique sont en partie prélevés par la
mamelle, expliquant une élévation du taux butyreux. Cependant, dans d’autres publications,

c’est une chute du taux butyreux qui est indicateur de déficit énergétique (De Vries et
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Veerkamp, 2000) lls recommandent d’utiliser la chute du pourcentage de matiere grasse
dans les premieres semaines de lactation comme indicateur de déficit énergétique.
Cependant, une forte teneur en matiére grasse est significativement associée a une hausse

du risque de cétose subclinique (Duffield et al., 1997).

3.3.3. Utilisation du ratio TB/TP :

Le rapport TB/TP est un indicateur plus sensible et plus constant des maladies

métaboliques qu’une simple analyse des taux considérés séparément.

Le ratio TB/TP peut étre utilisable pour évaluer I'équilibre énergétique et le niveau de
lipomobilisation, en particulier en début de lactation, du fait d’une corrélation négative
entre le ratio TB/TP et le bilan énergétique. Cette relation est plus forte en début qu’au
milieu de lactation. La valeur seuil maximale est fixée a 1,5. (Buttchereit et al., 2010 ; Toni et
al., 2011). De plus, I'élévation du ratio TB/TP est instantanée en réponse a un faible déficit
énergétique. Dans ce dernier contexte, le ratio TB/TP est alors un meilleur facteur de

prédiction du bilan énergétiqgue que le BHB sanguin (Heuer et al, 2000).
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PARTIE I

ETUDE EXPERIMENTALE



1. CONTEXTE ET OBJECTIFS DE L'ETUDE :

Le cycle physiologique de production d'une vache laitiere conduit inévitablement a un
déficit énergétique autour du vélage. Ce déficit peut devenir la source de nombreux troubles
métaboliques et infectieux. La mesure de certains métabolites sanguins pourrait permettre
d'intervenir plus précocement dans la gestion de ces troubles en péripartum. En effet, il
semblerait qu'une augmentation des concentrations sériques en AGNE et BHB au cours de la
derniére semaine avant vélage serait associée a un risque accru de développer des maladies
inflammatoires et d’altérer |’état de santé des vaches. Cette étude vise a :

e Détecter précocement le déficit énergétique chez la vache laitiere.

e Evaluer I'influence du déficit énergétique sur la concentration de certains paramétres

biochimiques.

e Mettre en évidence des liens entre les indicateurs du déficit énergétique (AGNE et

BHB) et les marqueurs d’inflammation.

2. MATERIEL ET METHODES :

2.1. Zone d’étude et période de I’étude :

Notre étude a été réalisée dans la wilaya de Chlef durant la période allant de décembre

2020 a mai 2021.

2.2. Matériel :

2.2.1. Echantillon d’étude (Elevages et animaux sélectionnés):

L’étude s’est déroulée dans deux élevages de bovins laitiers situés dans un rayon de 25
km autour d’un cabinet vétérinaire praticien. L'effectif total des vaches présent dans les
élevages sélectionnés a été de 90 vaches (élevage 1, n=18 vaches, élevage 2 n=72). Le
nombre de vaches suivies dans chaque élevage est de 6 pour I'élevage 1(soit un échantillon
de 33,33%) et 15 pour I'élevage 2 (soit un échantillon de n=20,83%). Les vaches suivies
correspondent aux vaches dont le vélage s’est déroulé entre janvier et mars 2021. Les
animaux sont des multipares (2®™¢ et troisiéme lactation, et un age de 3 a 5ans) et

principalement de race Montbéliarde (66,66%) et Holstein (33,33%).
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2.2.2.

Caractéristiques des élevages sélectionnés :

Les caractéristiques des élevages sélectionnés sont rapportées dans le tableau 4.

Brievement, I'état d’hygieéne a été moyen dans les deux élevages ; la laitiere a été

suffisamment présente dans les 2 élevages ; la stabulation a été de type semi entravé dans

I’élevage 2, et entravé dans I'élevage 1. La distribution de concentrés et CMV durant les 3

dernieres semaines de lactation et la séparation des vaches taries ont été différentes.

Tableau 4: Caractéristiques des élevages sélectionnés.

Caractéristiques Elevagel Elevage 2
Etat d’hygiéne Moyen Moyen
Litiere suffisante Présente Présente
Type de stabulation Entravée | Semi-entravée
Aire d’exercice Absente Présente
Méme alimentation pour tous les animaux (vache en Non Non
lactation, taries et génisses pleines)
Méme alimentation pour tous les stades de lactation Oui Oui
Distribution de concentrés durant les 3 dernieres semaines Oui Oui
de lactation
Distribution de CMV durant les 3 derniéres semaines de Non Oui
lactation
Séparation des vaches taries Non Oui
L’alimentation distribuée a été a base de (Tableau 5):
e Paille, Foin d’avoine, concentré pour I'élevagel.
e Ensilage, luzerne, paille, concentré pour I'élevage 2.
Tableau 5: Type et quantité d’aliment distribué dans les élevages sélectionnés.
Elevagel Elevage 2
Type Paille, Fourrages secs (Foin d’avoine), Ensilage, luzerne, paille,
d’aliment Concentré concentré
Tarissement Lactation Tarissement Lactation
Quantité F C F C F C F C
(Kg) 2- 8 2 2- 8 8-10 810 | 12 | 17 | 10

F : fourrage, C: concentré.

2.2.3.

Matériel de prélevement et de dosage :

e Des tubes secs et héparinés de 5 ml (BD Vacutainer®) ont été utilisés pour les

préléevements de sang au niveau de la veine jugulaire. La centrifugation du sang prélevé a

22




été réalisée a I'aide d’une centrifugeuse modele 800 (Low Speed Laboratory Centrifuge)
(Figure 2). Pour la conservation du sang des cones éppendorf ont été utilisés (4000 tour

pendant 10 minutes).

Figure 3: Centrifugeuse modele 800. (Photo personnelle)

e Un lecteur « FREESTYLE OPTIUM NEO » a été utilisé pour le dosage de BHB : c’est un
appareil simple et fiable pour une lecture automatique et chiffrée de la glycémie et la

cétonémie (Figure 3).

Figure 4 : Lecteur « FREESTYLE OPTIUM NEO » et électrodes
FreeStyle Optium B-cétone. (Photo personnelle)

e Des kits de réactifs commerciaux de marques: Cromatest® (Espagne) et
Spinreact®(Espagne) ont été utilisés pour le dosage biochimique des parametres
sanguins suivants : glucose, albumine, protéines totales, cholestérol.

e Pour le dosage d’AGNE sérique, un kit commercial « FUJIFILM Wako Chemicals Europe
GmbH, Allemagne» a été utilisé.

e Analyseur de nioch semi-automatique (spectrophotomeétre) "WP 21B « SHENZHEN
GENIUS ELECTRONICS CO » a été utilisé pour le dosage de I'ensemble des métabolites

(Figure 4).
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Figure 5 : Analyseur de nioch semi-automatique WP 21B. (photo personnelle)

2.3. Méthodes:

Dans une premiére étape des informations relatives a I'identification des vaches et les
caractéristiques des élevages ont été récoltées et consignées sur des fiches de
renseignements (Annexe 1, 2). Le choix s’est porté sur 21 vaches laitiéres en fin de période

de tarissement (élevage 1 : 06 vaches, élevage 2 : 15 vaches).

2.3.1. Protocole expérimental :

Afin d’encadrer la période du péripartum, il a été choisi des élevages avec des vélages
groupés pour limiter le nombre de visites dans les exploitations. Les principales étapes du
protocole sont illustrées dans la figure 5, a savoir :

e Une premiére visite a été réalisée a 270 jours post saillie /IA fécondante, afin que le
préléevement soit effectué dans les 14 a 3 jours avant le vélage. Au cours de cette
premiere visite, des prises de sang ont été réalisées et une notation de I'état
d’engraissement des animaux a été faite suivant une grille simplifiée avec des NEC
allant de 1 (tres maigre) a 5 (trop gras) (Annexe 3, 4). (Edmonson et al., 1989 ; Bazin,
1989).

e Une seconde visite, 30 a 45 jours aprés vélage (Pic de lactation), avait cette fois pour
but de réaliser une notation de I'état corporel, et une nouvelle prise de sang sur les
vaches. Une fois I'ensemble des prélevements réalisés, un examen clinique des
vaches, et des informations relatives aux troubles sanitaires survenant durant le ler

mois de lactation ont été enregistrées sur des fiches individuelles (Annexe 5).
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2.3.2. Prélevements :

Pour toutes les visites (a moins de 14 j du vélage, et entre 30 j-45 j postpartum), deux
prises de sang total ont été réalisées au niveau de la veine coccygienne sur tube sec et
hépariné (5 ml). Les prélevements sont immédiatement identifiés (Numéro de la vache,
numéro et date prélévement, code de la ferme), et placés a une température d'environ 4°C
dans une glaciere jusqu’au retour au cabinet du vétérinaire. A ce moment, une
centrifugation du sang est réalisée a 3000 tours/min pendant 10 minutes pour séparer le
plasma et sérum. Les aliquotes de sérums et plasmas ont été conservés dans des éppendorfs

au congélateur a -20°C jusqu’au moment de I'analyse biochimique.

Entre J-14 et J-3 JO

1% prise de sang et NEC vélage

Entre J30 et 45j
2°™M¢ prise de sang et NEC
Collecte d’informations

Figure 6: Schéma des principales étapes du protocole expérimental.

2.3.3. Méthodes de dosage :

Les analyses ont été effectuées au niveau du laboratoire des sciences vétérinaires de
Blida 1. Tous les parametres biochimiques étudiés ont été analysés par un analyseur de

biochimie semi-automatique WP 21B.

2.3.3.1. Méthodes de dosages des paramétres biochimiques :

Les concentrations circulantes des différents métabolites ont été déterminées selon le
mode opératoire du fabriquant (Cromatest® et Spinreact®). Le principe de la méthode

d’analyse pour chaque parameétre est comme suit :

2.3.3.1.1. Glucose :

Le glucose est dosé par une méthode enzymatique a hexokinase (HK) et glucose -6-
phosphate déshydrogénase (G-6-PDH). L'absorbance due au NADH, H+ (concentration du

glucose) est déterminé grace une technique bichromatique en point final (340 et 373 nm).
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2.3.3.1.2. Cholestérol :

Le cholestérol est dosé par méthode colorimétrique enzymatique. L’absorbance causée par
DEA-HCL/AAP oxydée est directement proportionnelle a la concentration de cholestérol
total est se mesure grace a une technique polychromatique (452, 570, 700 nm) en point

final.

2.3.3.1.3. Protéines totales (sériques et plasmatiques) :

Les protéines totales sont dosées selon la méthode de biuret (méthode de référence)
dont le principe est que les ions cuivre (Cu++) réagissent avec les liaisons peptidiques des
protéines dans une solution basique. Le complexe protéine-cuivre de couleur bleue formé
proportionnellement a la concentration des protéines totales est mesuré a l'aide d’une

technique bichromatique en point final (540, 700 nm).

2.3.3.1.4. Albumine :

L'albumine est dosée par une technigue chimique basée sur la méthode de doumas,
watson et biggs, qui repose sur la liaison de I'albumine a un colorant, le vert de bromocrésol
(BCG) en solution. L'albumine se lie de facon quantitative au BCG pour former un complexe
albumine-BCG, qui est mesuré au point de virage de la réaction (en point final a 596-694

nm).

2.3.3.1.5. Dosage de BHB :

Le dosage des BHB a été réalisé sur du sérum comme rapporté par (Pineda et Cardoso,
2015) via le lecteur FREESTYLE OPTIUM NEO. Cet appareil fonctionne avec des électrodes
FreeStyle Optium pour la mesure de la glycémie et avec les électrodes FreeStyle Optium -
cétone pour la mesure de I'acétonémie. Aprées insertion de I'électrode dans le lecteur une
goutte de sérum (2ul) a été déposée sur son extrémité (Figure 6), la valeur du BHB est
affichée au bout de 10 secondes sur I'écran du lecteur. Les résultats ont été notés sur les
fiches individuelles de suivi puis sur un tableau Excel.

La différence moyenne par rapport a la méthode de référence est évaluée a 0,1 mmol.L-1
lorsque la concentration en BHB est inférieure a 1,5 mmol.L-1. Elle est de 10% lorsque la
concentration en BHB est supérieure ou égale a 1,5mmol.L-1 (Abbott diabetes care, 2006).
Pour les concentrations inférieures a 1,5 mmol.L-1, la déviation standard est de 0,04 mmol.L-

1 en moyenne. Pour des concentrations supérieures a 1,5 mmol.L-1, le coefficient de
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variation est de 3,1 a 3,8% en moyenne quel que soit le lot de bandelettes (Abbott diabétes

care, 2006).

B-OHB + NAD*,,, HBOH_ Acetoacetate + NADH .

(0X) -
NADH + PQypy ——= NAD* + PQH e
PQHyreq) ~ 5200 m0 Pa(ox) + electron (e-)

Trigger Electrode
Sample Chamber

Active Chemical
Reference Electrode
Sample Application Zone

Figure 7 : Principe de fonctionnement de I'électrode de mesure de BHB du lecteur Optium

(PQ = accepteur d'électron) (Abbott Diabetes Care, 2006).

2.3.3.1.6. Dosage d’AGNE :

Les prélevements ont été placés au réfrigérateur, a une température de + 4°C afin de
décongeler progressivement. Le dosage d’AGNE (NEFA) sérique a été réalisé selon le mode
opératoire du fabriquant (Annexe 6), en utilisant le kit de réactif fourni par Wako Chemicals
(NEFA-HR (2). Ce kit de réactifs de dosage NEFA basé sur une méthode enzymatique utilise la
3-méthyl-N-éthyl-N-(B-hydroxyéthyl)-aniline (MEHA) comme agent de couleur violette.
Principe de la méthode : L'acide gras non estérifié (NEFA) dans I'échantillon est converti en
Acyl-CoA, AMP et pyrophosphorique (PPi) par I'action de I'Acyl-CoA synthétase (ACS), en
coexistence avec la coenzyme A (CoA) et le sel disodique d'adénosine 5-triphosphate (ATP).
L'Acyl-CoA obtenu est oxydé et donne du 2,3-trans-Enoyl-CoA et du peroxyde d'hydrogéne
par I'action de |'Acyl-CoA oxydase (ACOD). En présence de peroxydase (POD), I'hydrogene
per -I'oxyde formé donne un pigment violet bleu par condensation d'oxydation quantitative
avec 3-Méthyl-N-éthyl-N-(B-hydroxyéthyl)-aniline (MEHA) et 4-aminoantipyrine (4-AA).

La concentration en acides gras non estérifiés (NEFA) est obtenue en mesurant I'absorbance

du couleur bleu violet (546 nm et 660 nm).

2.3.3.2. Détermination des marqueurs d’inflammation et interprétation :

Les protéines totales sériques (PTS) et plasmatiques (PTP), I'albumine, les globulines et le
fibrinogéne, ont été déterminés puis utilisés pour diagnostiquer et les interpréter selon le

diagramme rapporté par Knapp et Guyot, 2016 (figure 7).
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Figure 8: Utilisation et interprétation des protéines totales dans le diagnostic de

I'inflammation. (PT : protéines totales ;

PTS protéines totales sériques et PTP protéines

totales plasmatiques ; F : fibrinogene estimé) (Knapp et Guyot, 2016).

2.3.3.3. Analyse des données :

2.3.3.3.1. Définitions et classement des vaches :

Les définitions suivantes ont été prises en considération pour le classement des vaches

et traitement des données :

e Une vache est définie comme étant en cétose subclinique si elle présente une

concentration sanguine en BHB supérieure ou égale a 1,200 mmol/L dans les 30-45j

30j-45j postpartum (Oetzel, 2004 ; Oliveira et Dubuc, 2014).

e La spécificité (Sp) est définie comme étant la capacité du dosage des AGNE ou BHB

sanguins a prédire qu'une vache ne va pas développer de cétose subclinique en

dessous d'un certain seuil préalablement défini.
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La Sensibilité (Se) est définie comme étant la capacité du dosage des AGNE ou BHB
sanguins a prédire qu'une vache va développer une cétose subclinique a partir d'un
certain seuil préalablement défini.

La valeur prédictive positive (VPP) est la probabilité pour une vache ayant une
concentration sanguine en AGNE ou BHB supérieur au seuil de mise en évidence
d’une cétose subclinique développe effectivement une cétose subclinique dans les
30j-45j postpartum.

La valeur prédictive négative (VPN) est la probabilité pour une vache ayant une
concentration sanguine en AGNE ou BHB inférieur au seuil de mise en évidence d’une
cétose subclinique ne développe effectivement pas une cétose subclinique dans les
30j-45j PP.

Le coefficient d’exactitude (Ac pour « Accuracy » en anglais) est défini comme étant
la capacité du dosage des AGNE sanguins ou BHB a prédire correctement qu’une
vache va ou non présenter une cétose subclinique parmi celles qui, respectivement,
développent ou non une cétose subclinique dans les 30j-45j postpartum.

Un diagnostic correct est défini lorsqu’une vache présentant un risque de développer

une cétose subclinique apres vélage développe effectivement une cétose subclinique («

a », Tableaux 6 et 7) ou lorsqu'une vache n’étant pas a risque de développer une cétose

subclinique ne développe effectivement pas de cétose subclinique (« d », Tableaux 6 et

7). Un faux négatif est défini lorsqu’'une vache ne présentant pas un risque de

développer une cétose subclinique développe une cétose subclinique (« ¢ », Tableaux 6

et 7). Un faux positif est défini lorsqu’une vache présentant un risque de développer une

cétose subclinique ne développe pas de cétose subclinique (« b », Tableaux 6 et 7).

Tableau 6: comparaison de la concentration en BHB avant vélage et de la concentration en

BHB apres vélage.

Concentration en BHB postpartum 2 a 1,200
+ -
Concentration en BHB prépartum > | + «a» «b»
seuil - «c» «d»

« a » et « d », diagnostic correcte, « ¢ », faux négatif, « b », faux positif.
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Tableau 7: comparaison de la concentration en AGNE avant vélage et de la concentration en

BHB apres vélage.

Concentration en BHB postpartum > a 1,200

+ -
Concentration en AGNE + «a» «b»
prépartum > seuil - «c» «d»

« a » et « d », diagnostic correcte, « ¢ », faux négatif, « b », faux positif.

o On se basant sur ces définitions, les Se, Sp, VPP, VPN et Ac sont calculés comme suit :
e Se=[(a/a+c)*100].
e Sp=[(d/b+d)*100].
e VPP =[(a/a+b)* 100].
e VPN = [(d/c +d) * 100].
e Ac=[a+d/ (a+b+c+d)) * 100].

2.3.3.3.2. Tests statistiques :

Les résultats ont été présentés sous la forme moyenne + SD (SD=écart type). Dans un
premier temps, les indicateurs du métabolisme énergétique (AGNE, BHB), les parametres
biochimiques, les marqueurs d’inflammation et leur évolution autour du vélage ont été
décrits chez I'ensemble des vaches. Dans un deuxiéme temps les concentrations de
I'ensemble des indicateurs, parametres et marqueurs ont été analysées en suivant le
principe de I'étude cas-témoin, avec une classification de vaches saines ou malades. La
normalité de la distribution des concentrations des métabolites a été analysée par le test de
Shapiro-Wilk. La corrélation entre les différents métabolites a été vérifiée avec le test Rho de
Spearman. La comparaison des moyennes des concentrations de deux échantillons autour
du vélage a été effectuée pour: (i) les variables quantitatives, en utilisant le test de la
somme des rangs de Mann-Whitney-Wilcoxon (test non paramétrique, effectifs faibles) (ii)
les variables qualitatives, en utilisant le test exact de Fisher. Le logiciel Systa 10 a été utilisé

pour 'ensemble des analyses statistiques.
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RESULTATS



1. Etude descriptive :

1.1.  Profils des concentrations des parameétres biochimiques avant et aprés vélage :

Les résultats d’analyse des parametres biochimiques de I'ensemble des vaches et leur

évolution (avant et apres le vélage) sont présentés comme suit :

1.1.1. Concentration d’AGNE sériques :

Les concentrations des AGNE sériques avant et aprés vélage sont rapportées dans le

tableau 8 ci-dessous :

Tableau 8: Profil de la concentration des AGNE sériques de I’ensemble des vaches (moyenne

+SD).
AGNE (mmol/I)
Elevage 1 Elevage 2 Total
(n=06) (n=15) (n=21) P
Prépartum 0,256+0,24 0,283+0,11 0,275+0,15 0.04
Postpartum 0,605+0,34 0,490+0,33 0,52310,33
Les résultats de [I'analyse indiquent une augmentation significative de

la

concentration d’AGNE sériques apres le vélage chez I'ensemble des vaches (Prépartum :

0,275+0,15 vs Postpartum : 0,523+0,33, p=0.04). La figure 9 ci-dessous montre I'évolution de

la concentration des AGNE chez I'’ensemble des vaches.

AGNE

(mmolfl}) '

0.6
0.5

0.4

0,2
0,1
0

Prépartum

Postpartum

Période de péripartum

Figure 9 : Evolution de la concentration des AGNE sériques de I'ensemble des vaches.
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1.1.2. Concentration de Cholestérol :

Les concentrations de la cholestérolémie sérique avant et aprés le vélage sont

rapportées dans le tableau 9 ci-dessous :

Tableau 9: Profil de la concentration de cholestérol de I'ensemble des vaches (moyennext

SD)

Cholestérol (mmo/I)
Elevage 1 Elevage 2 Total
(n=06) (n=15) (n=21) P
Prépartum 1,77+0,53 2,04+0,80 1,94+0,74 0.38
Postpartum 1,61+0,84 1,7610,54 1,75+0,62

Nos résultats montrent une baisse non significative de la cholestérolémie sérique
apres le vélage chez I'ensemble des vaches (Prépartum : 1,94+0,74 vs Postpartum :
1,7510,62, p= 0.38). La figure 10 ci-dessous montre I’évolution de la cholestérolémie sérique

chez '’ensemble des vaches.

1,95

1,9

Cholesterol 1,25
(mmol/1) 1,8
1,75

1,7

1,65

Prépartum Postpartum

Période de péripartum

Figure 10 : Evolution de la concentration de la cholestérolémie de I’'ensemble des vaches.

1.1.3. Ratio AGNE/Cholestérol :

Les ratios AGNE/Cholestérol calculés chez les vaches, avant et aprés le vélage sont

rapportés dans le tableau 10 suivant :
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Tableau 10: Profil de la concentration des ratios AGNE/cholestérol de 'ensemble des vaches

(moyenne * SD).

Ratio AGNE/cholestérol

Elevage 1 Elevage 2 Total
(n=06) (n=15) (n=21) p
Prépartum 0,22+0,24 0,18+0,13 0,19+0,17 0.05
Postpartum 0,40+0,23 0,31+0,24 0,330,223

Une augmentation significative du ratio AGNE/cholestérol aprés le vélage a été

observée chez I'ensemble des vaches (Prépartum : 0,19+0,17 vs Postpartum : 0,3310,23,

p=0.05). La figure 11 ci-dessous montre |’évolution du ratio AGNE/cholestérol chez

I’'ensemble des vaches.

Ratio AGNE/
Cholestérol

Prepartum

Postpartum

Période de péripartum

Figure 11 : Evolution des ratios AGNE/cholestérol de I'ensemble des vaches

1.1.4. BHB (mmol/Il):

Les concentrations des BHB sériques avant et apres le vélage sont rapportées dans le

tableau 11 ci-dessous :

Tableau 11: Profil de la concentration des BHB sériques de I'ensemble des vaches(moyennext

SD).
BHB (mmol/l)
Elevage 1 Elevage 2 Total
(n=06) (n=15) (n=21) p
Prépartum 0,55+0,19 0,55+0,24 0,55+0,29 0.001
Postpartum 0,96+0,18 0,98+0,61 0,97+0,52
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Les résultats de l'analyse indiquent une augmentation tres significative de la
concentration des BHB sériques apres le vélage chez I'ensemble des vaches (Prépartum :
0,55+0,29 vs Postpartum : 0,97+0,52, p=0.001). La figure 12 ci-dessous montre I’évolution de

la concentration des BHB chez I’'ensemble des vaches.

1

0,8

0,6

BHB (mmol/1} 04

0,2
0

Prépartum Postpartum

Période de péripartum

Figure 12: Evolution de la concentration des BHB sériques chez I’ensemble des vaches.

1.1.5. Concentration des protéines totales de sérum (g/l) :

Les concentrations des protéines totales sériques avant et aprés le vélage sont

rapportées dans le tableau 12 ci-dessous :

Tableau 12: Profil de la concentration des protéines totales sériques de I'ensemble des

vaches (moyenne * SD).

Protéines totales sériques (g/l)
Elevage 1 Elevage 2 Total
(n=06) (n=15) (n=21) p
Prépartum 76,5848,71 78,98+13,56 77,53+15,33 0.88
Postpartum 77,9144,21 78,2816,07 78,4816,80

Aucune modification significative de la concentration des protéines totales sériques
n’a été observée aprées le vélage chez I'ensemble des vaches (Prépartum : 77,53+15,33 vs
Postpartum : 78,48+6,80, p=0.88). La figure 13 ci-dessous montre |'évolution de la

concentration des protéines totales sériques chez I'ensemble des vaches.
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Figure 13: Evolution de la concentration des protéines totales sériques chez I'ensemble des

vaches.

1.1.6. Concentration de I’Albumine (g/l) :

Les concentrations de I'albumine_avant et aprés le vélage sont rapportés dans le tableau

13 ci-dessous :

Tableau 13: Profil de la concentration de I'albumine de I’ensemble des vaches (moyennet

SD).
Albumine sérique (g/l)
Elevage 1 Elevage 2 Total
(n=06) (n=15) (n=21) p
Prépartum 42,36+4,46 33,7945,84 36,24+6,68 0.0002
Postpartum 30,21+2,97 29,39+2,40 29,62+2,53

Nos résultats montrent une diminution hautement significative de la concentration

des albumines sériques aprés le vélage chez I'’ensemble des vaches (Prépartum : 36,24+6,68

vs Postpartum : 29,62+2,53, p=0.0002). La figure 14 ci-dessous montre |'évolution de la

concentration des albumines sériques chez I’ensemble des vaches.

Albumine (g/1)
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Figure 14: Evolution de la concentration de I'albumine chez I'ensemble des vaches
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1.1.7. Concentration des globulines :
La concentration des globulines avant et apres le vélage sont rapportés dans le tableau

14 ci-dessous :

Tableau 14: Profil de la concentration de I'albumine de I'ensemble des vaches (moyennet
SD).

Globulines (g/1)
Elevage 1 Elevage 2 Total
(n=06) (n=15) (n=21) p
Prépartum 34,21+10,51 40,9+18,71 38,9+16,80 0.01
Postpartum 48,76+6,20 49,03+6,40 48,9+6,19

Nos résultats montrent une augmentation significative de la concentration des
globulines sérique apres le vélage chez I'ensemble des vaches (Prépartum : 38,9+16,80 vs
Postpartum : 48,9+6,19, p=0.01). La figure 15 ci-dessous montre |'évolution de Ila

concentration des globulines sérique chez I'ensemble des vaches.
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Figure 15: Evolution de la concentration des globulines chez I'ensemble des vaches.

1.1.8. Ratio Albumine /globulines :

Les ratios albumines /globulines estimés, avant et apreés le vélage sont rapportés dans le

tableau 15 suivant :
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Tableau 15: Profil des ratios aloumine /globulines estimés de I’ensemble des vaches

(moyenne * SD).

Ratio Albumines /globulines
Elevage 1 Elevage 2 Total
(n=06) (n=15) (n=21) P
Prépartum 1,42+0,53 0,98+0,48 1,1040,52 <0.0001
Postpartum 0,65+0,08 0,60+0,10 0,61+0,09

Nos résultats montrent une baisse hautement significative du ratio aloumine/globulines

sérique apres le vélage chez I'ensemble des vaches (Prépartum : 1,10+0,52 vs Postpartum :

0,61+0,09, p=<0.0001). La figure 16 ci-dessous montre [|’évolution des ratios albumine

/globulines chez I'ensemble des vaches.
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Figure 16: Evolution des ratios aloumine /globulines chez I’ensemble des vaches.

1.2.

plasmatiques/fibrinogéne et de la glycémie apreés vélage :

Concentrations des protéines plasmatiques du fibrinogéne, ratio protéine

Les concentrations des protéines plasmatiques, du fibrinogéne, du ratio protéines

plasmatiques/fibrinogéne et de la glycémie apres vélage sont rapportés dans le tableau 16

ci-dessous :

Tableau 16 : Concentrations des protéines plasmatiques, du fibrinogéne, du ratio protéines

plasmatiques/fibrinogéne et de la glycémie apres vélage.

Protéines Fibrinogéne Ratio Protéines. Glycémie
Plasmatiques (g/1) Plasmatiques (g/1)
(g/1) -fibrinogene
Elevage 1(06) 84,8815,67 5,9+1,93 15,0346,21 0,74+0,08
Elevage 2(15) 86,82+8,58 8,54+4,94 12,0716,90 0,7840,11
Total (n=21) 86,26+7,77 7,7814,42 12,9116,70 0,77+0,10
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Nos résultats montrent que chez I'ensemble des vaches :

e La concentration des protéines plasmatiques est de 86,26 +7,77 g/I.

e La concentration du fibrinogéne estimé est de 7,78+4,42 g/I.

e Le ratio protéines plasmatiques-fibrinogéne est de 12,91+6,70.

e Laglycémie est de 0,77+0,10 g/I.

La figure 17 ci-dessous montre la concentration des protéines plasmatiques, du fibrinogéne,

la glycémie et le ratio protéines plasmatiques/fibrinogéne apres vélage chez les deux

élevages et I'’ensemble des vaches.
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Figure 17: Concentration des protéines plasmatiques, du fibrinogéne, la glycémie et le ratio

protéines plasmatiques/fibrinogéne apres vélage.

1.3. Evaluation de la note d’état corporel (NEC) :

Les résultats relatifs a I’évaluation de |la note d’état corporel des vaches avant et aprés le

vélage sont rapportés dans le tableau 17 ci-dessous :

Tableau 17 : Note d’état corporel des vaches avant et aprés le vélage.

NEC
Elevage 1 Elevage 2 Total
(n=06) (n=15) (n=21) p
Prépartum 3,20+0,43 3,1340,20 3,1540,28 <0.0001
Postpartum 2,58+0,49 2,18+0,22 2,29+0,36




Nos résultats montrent une diminution significative de la NEC apres le vélage chez
I'ensemble des vaches (Prépartum : 3,15%0,28 vs Postpartum : 2,29+0,36, p<0.0001). La

figure 18 ci-dessous montre |’évolution de la NEC chez I’ensemble des vaches.
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Figure 18: Evolution de la NEC chez I'’ensemble des vaches.
2. Etude analytique :

2.1. Détection du déficit énergétique et prédiction de la survenue de I’acétonémie a I’aide

des indicateurs du métabolisme énergétique (AGNE ET BHB) :

2.1.1. Classements des vaches en fonction de la concentration d’AGNE :

La concentration en AGNE varie de 0,04 a 0,6 mmol/L en péripartum et de 0,07 a 1,01
mmol/Len postpartum. En se référant a la définition de (Chapinal et al., 2011), des seuils de
concentrations sériques d’AGNE de 0,3 et 0,7 mmol/L, respectivement pour la période
prépartum et postpartum ont été déterminés. Ces seuils, indicateurs d’un déficit

énergétique, ont permis de définir deux groupes de femelles (Tableau 18).

Tableau 18: Définition des groupes de femelles en fonction des concentrations sériques en

AGNE au cours de la période péripartum.

Seuil de concentration AGNE (mmol/I)
Prépartum Postpartum
<0,3 20,3 <0,7 20,7
Groupes de vaches 1 ) 1 )
P
11 10 10 11
0,

Nombre de vaches et (%) de vache (52.38) | (47,62) p (47,62) | (52.38)
Concentration moyenne * SD| 0165+ | 0,397+ 0,260+ | 0,813+
(mmol/l) 0.098 | 0,200 | %0091 | 0297 | 0112 | %0004
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En prenant en compte le seuil prépartum de 0,3 mmol/L, 10 (47,62%) des femelles ont
une valeur d’AGNE relativement élevée avant vélage. Avec un seuil d’AGNE de 0,7 mmol/L
postpartum, 11 (52,38%) vaches ont des valeurs supérieures au seuil indiquant un déficit
énergétique. En effet, les mémes vaches (10) détectées en prépartum et 01 nouvelle femelle
(a une valeur d’AGNE sanguin prépartum inférieure a 0,3 mmol/L et en postpartum 2

0,7mmol/L).

Une corrélation positive a été observée entre les concentrations d’AGNE en prépartum et
celles en postpartum. Les vaches pressentant des valeurs d’AGNE avant vélage supérieures a
0,3 mmol/L ont significativement plus de chances de présenter aprés vélage des valeurs

d’AGNE supérieures a 0,7 mmol/L. (r= 0.670, p=0.0008).

1.3.1. Classements des vaches en fonction de la concentration en BHB et de cétose

subclinique :

1.3.1.1. Concentration en BHB:

La concentration en BHB varie de 0,1 a 1,1mmol/L en péripartum et de 0,2 a
2,2mmol/L en postpartum. Le seuil de BHB prépartum (= 0,6 mmol/L), indiquant un risque
de mobilisation des réserves corporelles a été défini pour les vaches. La répartition des

femelles en fonction du seuil de BHB sanguin est rapportée dans le tableau 19 ci-dessous :

Tableau 19: Définition des groupes de femelles en fonction du seuil de BHB sanguin au cours

de la période prépartum.

Seuil de concentration BHB (mmol/l) prépartum
<0,6 20,6
Groupes de vaches 1 2 P
Nombre de vaches et (%) de vache 12 (57.14) 09 (42,88)
tcfp”ec‘(*r:tr;a;i;’lg‘ moyenne + écart 0,39+0,14 0,75+0,14 | 0,0001

En prenant en compte le seuil prépartum de 0,6 mmol/L, 09(42,88%) femelles ont une

valeur de BHB relativement élevée avant vélage.

1.3.1.2. Cétose subclinique :

La répartition des femelles en fonction du seuil de BHB sanguin postpartum > 1,2

mmol/L est rapportée dans le tableau 20 suivant :
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Tableau 20: Définition des groupes de femelles en fonction de I’atteinte de cétose

subclinique au cours de la période postpartum.

Seuil de concentration BHB (mmol/l)
<1,2 21,2
Groupes de vaches 1 5
Nombre de vaches et (%) de vache 12 (57,14) 09 (42,36) p
Concentration moyenne * SD 0,6340,26 1,43+0,40 0,0001
(mmol/I)

Au sein de notre échantillon, 09 vaches ont présenté un état de cétose subclinique aprés

vélage, soit une prévalence de 42,86%.

1.3.2. Lien BHB avant vélage / BHB apreés vélage :

Aucun lien significatif n’a été montré entre les vaches présentant des concentrations
de BHB avant vélage > a 0,6 mmol/L et les concentrations de BHB aprés vélage élevées (21,2

mmol/L) au sein de notre groupe de vaches (r= 0.20, p=0.38).

Les résultats de prédiction de la cétose postpartum, a partir d’un seuil de concentration en
BHB prépartum de 0,6 mmol/L, montrent une sensibilité trés mauvaise (44,44 %) et une
spécificité assez moyenne (58,33 %). Ces résultats de prédiction de la cétose postpartum, a

partir du BHB dans les deux semaines avant vélage, sont trés médiocres (Ac=52,38%).

Tableau 21: Résultats de prédiction de I'acétonémie (BHB apres vélage> 1,200 mmol/l) a

partir d’un seuil BHB avant vélage (0.6 mmol/I).

Concentration en BHB postpartum
(2 1,200 mmol/l)

Concentration en BHB Se = (4/4+5)100=44,44% | Sp =(7/7+5)100=58,33%
Prépartum (2 0,6 mmol/l) ypp™_"4/4,5)100= 44,44% | VPN = (7/5+7)100=58,33%

1.3.3. Lien AGNE avant vélage / BHB aprés vélage :

La corrélation entre la concentration sanguine en AGNE avant vélage et celle en BHB

aprés vélage est fortement positive au sein de notre groupe de vaches (r=0.74, p= 0.0001).

Les résultats de prédiction de la cétose postpartum montrent une trés bonne sensibilité

(88,88%) et une tres bonne spécificité (83,33 %).
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Ces résultats de prédiction de la cétose postpartum (c’est a dire vache avec [BHB] 2> 1,2
mmol/L, dans les 30j45] postpartum), a partir a partir d’'un seuil de concentration en AGNE

prépartum de 0,3 mmol/L, sont trés bons (AC=85,71%).

Tableau 22: Résultats de prédiction de I'acétonémie (BHB apres vélage = 1,200 mmol/L) a

partir d’un seuil d’AGNE avant vélage (0.3 mmol).

Concentration en BHB postpartum
(= 1,200 mmol/I)

Concentration en Se= (8/8+1)100=88,88% | Sp=(10/10+2)100=83,83%
AGNE avant vélage (20.3 mmol/l). |"y/pp_(3/812)100-80% | VPN = (10/10+1)100-90%

2.2. Influence du déficit énergétique sur les parameétres biochimiques et relation entre
les indicateurs du déficit énergétique (AGNE et BHB) /cétose et les marqueurs

d’inflammation :

A partir du (Tableau 23) et aprés élimination des faux négatifs (02) et faux positifs (01)
(vaches présentant des concentrations AGNE (=0.3 mmol/l et BHB <1,2 mmol/l ou <0.3
mmol/l et BHB 21,2 mmol/l), deux groupes de vaches ont été définis (vaches malades :
présentant un déficit énergétique et cétose en post partum ; vaches présumées saines : ne

présentant pas de déficit énergétique et cétose en postpartum).

La comparaison des moyennes des concentrations des différents métabolites des deux
groupes de vaches est rapportée dans le tableau 23. Nos résultats montrent que
comparativement aux vaches présumées saines (VS), les vaches malades (VM) (présentant

un AGNE (>0.3 mmol/l) et cétose en postpartum BHB >1,2 mmol/I) ont :

Un taux de cholestérol significativement plus faible en prépartum [(VM) 1.35+0.53 vs

2.29+0.37(VS), p =0.006)].

e Un ratio AGNE / cholestérol plus élevé en pré et postpartum [(prépartum : (VM)
0.35+0.15 vs 0.06+0.04 (VS), p <0.0001 ; postpartum : (VM) 0.53%0.19 vs 0.14%0.09 (VS),
p <0.0001)].

e Une valeur de fibrinogéne estimé qui tend a étre significativement plus élevée en

postpartum [((VM) 9.98+5.64 vs 6.34+3.38 (VS), p=0.07)].

e Un ratio protéines plasmatiques-fibrinogene significativement différent [((VM) 9.84+3.70
vs 15.88+8.25 (VS), p=0.04)].
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Nos résultats montrent aussi que chez les vaches malades,

Le ratio AGNE / cholestérol tend a augmenté en postpartum (prépartum : 0.35+0.15 vs

postpartum : 0.531£0.19, p= 0.06)

e La concentration d’albumine a significativement baissé en postpartum (prépartum :

37.2747.06 vs postpartum : 28.7+3.28, p=0.01)

e La concentration de globulines a significativement augmenté en postpartum (prépartum :

32.81+12.48 vs postpartum : 49.42+6.66, p= 0.02).

e Le ratio albumine / globulines a significativement baissé en postpartum (prépartum :

1.31+0.63 vs postpartum : 0.59+0.10, p= 0.0003)
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Tableau 23: Résultats comparés des parametres biochimiques et des marqueurs

d’inflammation entre les vaches malades et présumées saines.

e | o [
AGNE Prépartum (mmol/I) 0.417+0.10 0.150+0.09 0.0004
Postpartum (mmol/I) 0.71810.10 0.27510.23 0.002
BHB Prépartum (mmol/I) 0.62+0.21 0.49+0.25 0.442
Postpartum (mmol/l) 1.46+0.42 0.58+0.25 0.0003
Cholestérol Prépartum (mmol/I) 1.35+0.53 2.29+0.37 0.006
Postpartum (mmol/l) 1.52+0.42 1.88+0.79 0.572
Ratio AGNE/ | Prépartum 0.35+0.15 0.06+0.04 <0.0001
cholestérol | postpartum 0.53:0.19 0.14+0.09 <0.0001
Protéines Prépartum (g/l) 74.63111.16 80.77+15.97 0.359
sériques totales
Postpartum (g/1) 78.1246.95 77.9846.29 0.722
Albumine Prépartum (g/1) 37.27+7.06 35.46+7.15 0.633
Postpartum (g/1) 28.7+3.28 29.69+1.81 0.306
Globulines Prépartum (g/1) 32.81+12.48 44.12+19.27 0.10
Postpartum (g/l) 49.4216.66 48.2916.96 0.798
Ratio albumine /| preartum 1.31+0.63 0.93#0.37 0.247
globulines | postpartum 0.5920.10 0.62+0.10 0.408
Protéines plasmatique totales (g/I) 88.11+10.36 84.32+6.26 0.633
Fibrinogéne estimé (g/l) 9.98+5.64 6.34+3.38 0.07
Ratio Protéines /Plasmatiques-fibrinogéne 9.84+3.70 15.88+8.25 0.04
Glycémie (g/l) 0,74+0.10 0,79+0.07 0.305
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DISCUSSION



1. Détection du déficit énergétique et prédiction de la survenue de I’acétonémie a

I'aide des indicateurs du métabolisme énergétique.

1.1. Les AGNE :

Nos résultats montrent, chez I'ensemble des vaches, une concentration sérique
d’AGNE prépartum de 0,275+0,15 mmol/I ; celle-ci a augmenté significativement (p=0.04)
apres vélage (0,523+0,33 mmol/I). En effet, les AGNE proviennent de la lipomobilisation et
sont fortement corrélés au bilan énergétique (Raboisson et Schelcher, 2009). Le dosage
avant vélage permet de détecter un déficit énergétique et d'évaluer la prédisposition des
animaux au développement de différentes maladies telles que la cétose, la stéatose (Crocco,
2017). De nombreux auteurs préconisent des valeurs inférieures a 0,3 ou 0,4 mmol/L avant
vélage (Oetzel, 2008 ; Ospina et al., 2010 ; Duffield, 2011). En prenant en compte le seuil
prépartum de 0,3 mmol/L, 10 (47,62%) des femelles ont une valeur d’AGNE relativement
élevée avant vélage, ce qui indique un début de déficit énergétique précoce pendant la

période de tarissement au sein de notre échantillon.

Le dosage des AGNE peut également étre fait en début de lactation. Dans ce cas, la
valeur seuil est plus élevée : 0,6 -0,7 mmol/L (Van Saun, 2000 ; Seifi et al., 2011). Dans notre
étude, l'utilisation d’un seuil d’AGNE postpartum de 0,7 mmol/L, a permis de détecter 11 cas
(52,38%) en déficit énergétique. De plus, une corrélation positive a été observée entre les
concentrations en prépartum et celles en postpartum ; les vaches présentant des valeurs
supérieures a 0.3 mmol/I ont significativement plus de chances de présenter aprés vélage
des valeurs d’AGNE supérieures a 0.7 mmol/I. En revanche, Ospina et al., (2010), suggérent
un seuil d’AGNE postpartum de 0.5mmol/L pour prédire le développement de maladies.
Néanmoins, ces derniers auteurs, rapportent que le dosage d’AGNE n'a plus grand intérét
apres vélage car leur concentration est tres variable et difficile a interpréter et que I'on

dispose d'un indicateur relativement fiable et facilement accessible : le BHB.

1.2. BHB:

La moyenne des concentrations de BHB avant vélage a été de de 0,55+0,29 mmol/I. Il
est a noter que le dosage de BHB peut avoir lieu en prépartum pour détecter une éventuelle

balance énergétique négative en fin de tarissement et le seuil retenu est alors de 0,6 mmol/I
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(Lauriane, 2015). Dans notre étude, 09 (soit 42,88%) femelles ont une valeur de BHB
relativement élevée avant vélage (20,6 mmol/l) ce qui indique encore une fois un début de
déficit énergétique chez ces vaches confirmant ainsi les résultats obtenus par le dosage des

AGNE.

Apres vélage, la moyenne des BHB a significativement augmenté chez 'ensemble des
vaches (Prépartum : 0,55£0,29 vs Postpartum : 0,97+0,52, p=0.001). Il est a signaler qu’une
augmentation de BHB est physiologique et semble étre liée a la lipomobilisation et au déficit
énergétique physiologique observé en début de lactation (Herdt, 2000 ; Radostits et al.,
2007). Selon (Crocco, 2017), une élévation précoce en postpartum du BHB sanguin indiquera
davantage un dysfonctionnement dans le rationnement et la gestion des vaches taries.
Néanmoins, les concentrations élevées de BHB observée dans notre étude semblent
indicatrices de la présence de cas d’acétonémie au sein de notre échantillon. Par ailleurs, en
utilisant le seuil BHB >1,2mmol/I retenu par plusieurs auteurs (Gross et al., 2011), une
prévalence de 42,86% de cétose subclinique a été obtenue en postpartum. Cette prévalence
est supérieure a celle décrite par certains auteurs (Andersson, 1988 ; Duffield, 2000 ; Asl et
al., 2011) qui varie de 8,9% a 34%. Selon (Crocco, 2017) une hausse plus tardive (entre 15 et
35 jours aprés le part) orientera le praticien vers une inadaptation de la transition

péripartum et/ou de la ration de début de lactation.

1.3. Lien AGNE prépartum /BHB postpartum et prédiction du risque d’acétonémie :

Une corrélation fortement positive a été observée entre les vaches qui avaient une
concentration d’AGNE > 0,3mmol/L en prépartum et les vaches avec concentration de BHB
postpartum > 1.2mmol/l. Ce seuil a été associé a un couple sensibilité et spécificité
respectivement de 88.88% et 83.33%, et un coefficient d’exactitude de 85.71%. En effet, on
visualise bien qu’au-dela d’un seuil > 0,3mmol/L de concentration AGNE prépartum, la vache
a toutes les chances d’avoir les BHB postpartum augmentés et donc de développer une
cétose. Ces seuils (> 0,3mmol/L, 1.2mmol/l) sont en accord avec ceux donnés dans la
littérature. (Asl et al., 2011) en déterminant un seuil de 0,26 mmol/L pour la détection
précoce de la cétose, ont trouvé une sensibilité et une spécificité semblable a la notre (Se =
82,54 % et Sp = 91,89 %). De méme, nos résultats sont en accord avec les résultats obtenus
par (Commun et al., 2014), qui en utilisant un seuil > 0.29 mmol/L, obtiennent une

sensibilité, une spécificité et une exactitude de test, respectivement de 77 % et 74 % et 82 %.
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1.4. Lien BHB prépartum/BHB postpartum et prédiction du risque d’acétonémie :

Nos résultats ne montrent aucun lien significatif entre les concentrations de BHB > a
0,6 mmol/L en prépartum et I'état de cétose subclinique observé chez les vaches en
postpartum (BHB=1,2mmol/l). Ce seuil est associé a une couple sensibilité et spécificité
médiocre (44.44%, 58.33%), et un faible coefficient d’exactitude (52,38%) ce qui est en
adéquation avec les résultats de 44,8% (sensibilité), 69%( spécificité) et 57,7% (coefficient
d’exactitude) obtenus par (Alves De Oliveira, 2014) .Ces résultats de prédiction de la cétose
postpartum, a partir du BHB avant vélage, sont donc trés médiocres ce qui est en accord
avec les études parues a ce sujet (Chapinal et al., 2011 ; Duffield, 2011). D’ailleurs, ces
derniers auteurs ne recommandent l'utilisation de BHB pour détecter et prédire
I'acétonémie qu’en début de lactation. Cependant, certains seuils sont tout de méme
proposés dans la littérature. Ainsi, (Roberts et al., 2012) rapportent qu’une concentration en
BHB proche de 0.7 mmol/I dans la derniére semaine avant vélage semble étre associée a des

risques plus importants d’abattage des vaches en postpartum.

1.5. Lanote d’état corporel :

L’estimation de la NEC bien qu’elle soit simple et subjective, elle permet d’évaluer
indirectement le statut énergétique des femelles. En effet, une relation étroite a été
rapportée entre la note d’état corporel et le bilan énergétique en début de lactation (Bukley
et al., 2003 ; Roche et al., 2009), rapportent qu’une vache qui perd beaucoup d’état corporel
en début de lactation a bien plus le risque de développer des troubles métaboliques et une

diminution de la fertilité.

Les vaches de notre échantillon ont présenté avant vélage une NEC moyenne de 3,15 points.
En effet, I'objectif a atteindre en note d’état corporel au vélage est une note comprise entre
3 et 3,5 (Rollin, 2002 ; Laumonnier, 2006) avec un optimum de 3,25 pour certains auteurs
(Walsh et al., 2007 ; Seifi et al., 2011). Cependant, une diminution de la NEC de 0,8 point,
soit une moyenne de 2,29, a été observée sur notre échantillon au pic de lactation, ce qui est
déconseillé par plusieurs auteurs (Pedron et al., 1993 ; Domecq et al., 1997 ; Roche et al.,
2009). En moyenne la perte de NEC ne doit pas excéder 1 point dans le premier mois
postpartum (Walsh et al., 2007 ; Seifi, et al., 2011). Cette situation montre encore une fois
gue les vaches mobilisent fortement leurs réserves corporelles en début de lactation et
présentent un bilan énergétique négatif.
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1.6. Laglycémie:

La glycémie est considérée fréquemment comme un indicateur du statut
énergétique. Dans notre étude, la glycémie a été de 0,77+0,10 g/I. Cette valeur, appartient a
la fourchette des valeurs normales comprise entre 0,35 et 0,88 g/L, rapportée chez les
bovins adultes (Kaneko, 1997 ; Carlson, 2009). Elle n'est pas aussi stable que dans d'autres
espéces et varie en fonction des individus et de leur stade physiologique mais aussi au cours
de la journée notamment en fonction du stress, du nombre et du moment des repas (Radunz
et al., 2010). La baisse de concentration du glucose sérique est associée a un bilan
énergétique négatif. Dans le cas de |'acétonémie, la glycémie permet de distinguer la cétose
de type | de la cétose de type Il. Alors qu'une hypoglycémie sera synonyme d'acétonémie de
type 1, une glycémie normale voire légérement augmentée fera penser a une acétonémie de
type 2 (stéatose hépatiqur) (Oetzel, 2008 ; Oliveira et Dubuc, 2014). De maniere général chez
les bovins, il faut de toute fagon toujours rester prudent dans l'interprétation des valeurs de

glycémie afin de diagnostiquer un déficit énergétique (Herdt 2000 ; Raboisson et al., 2009).

2. Influence du déficit énergétique sur les paramétres biochimiques et relation entre les
indicateurs du déficit énergétique (AGNE et BHB) /cétose et les marqueurs

d’inflammation.

2.1. Les parameétres biochimiques :

2.1.1. Cholestérolémie :

Nos résultats montrent que la majorité des animaux ont une cholestérolémie de
1,94+0,74 et 1,75%0,62, respectivement en prépartum et postpartum, ces concentrations
appartiennent a la fourchette des valeurs rapportées par (Gerardo et al., 2009) qui sont
comprises entre 1.3 - 3.0 et 1.9-2.9 respectivement pour les deux stades physiologiques. Les
valeurs dans le sérum des vaches dans notre étude étaient en moyenne comparables a celles
rapportées dans la littérature : 1,96-2,12 (Hansen et al., 2014), 1,75-2,35 (Engle et al., 2001)
ou 1,92 a 2,29 (Hutchinson et al., 2012), alors que des valeurs plus faibles ont été observées
par (Chladek et al., 2004) : 1,04 a 1,77, ou par (Guedon et al., 1999) : 1,01 + 3. Chez les
vaches laitieres, le cholestérol varie en fonction du stade de lactation : il est bas pendant le
tarissement et en début de lactation, atteint un pic en milieu de lactation puis diminue en fin

de lactation. En effet, la cholestérolémie renseigne sur la mobilisation des réserves de
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graisses corporelles par I'animal. Le cholestérol est présent en grande quantité dans les VLDL
(very low densité lipides). Ainsi, la mesure du cholestérol total reflete indirectement la
présence de VLDL dans le sang, et en conséquence la capacité du foie a produire des VLDL.
Or si la production des VLDL est compromise, cela peut entrainer une lipidose hépatique

(Van Saun, 2000).

Nos résultats montrent que comparativement aux vaches présumées saines (VS), les vaches
malades (VM) ont présenté, un taux de cholestérol significativement plus faible en
prépartum [(VM) 1.35+0.53 vs 2.29+0.37(VS), p =0.006)], qui semble étre liée a une
infiltration hépatique précoce de ces vaches en période de tarissement. Cette derniére peut
étre due a une mobilisation intense des réserves lipidiques et par conséquent une réduction
de la synthese et de sécrétion hépatique du cholestérol et des lipoprotéines surtout les VLDL

qui contiennent un pourcentage élevé de cholestérol (Gerardo et al., 2009 ; Djokovic, 2010).
2.1.2. Ratio AGNE/Cholestérol :

Selon (Mostafavi et al., 2013), le ratio AGNE / cholestérol serait prédictif de lipidose
hépatique en fin de tarissement et en postpartum. Les vaches avec un ratio AGNE /
cholestérol > 0,2 étaient 9,9 fois plus susceptibles d'étre affectés par une stéatose
hépatique. Dans notre étude, comparativement aux vaches présumées saines (VS), un ratio
AGNE / cholestérol plus élevé en pré et postpartum a été constaté chez les vaches malades
[(prépartum : (VM) 0.35+0.15 vs 0.06+0.04 (VS), p <0.0001 ; postpartum : (VM) 0.53+0.19 vs
0.14+0.09 (VS), p <0.0001)]. Les valeurs élevées du ratio AGNE/cholestérol peuvent
fortement évocateur d'une lipidose hépatique en pré et postpartum chez les vaches
cétoniques confirmant ainsi la présence d’un déficit énergétique déja signalé au paravent

par les dosages des BHB et AGNE.

2.2. Les marqueurs d’inflammation :

2.2.1. Les protéines totales :

Aucune modification significative de la concentration des protéines totales sériques
n’a été observée aprés le vélage chez I'ensemble des vaches (prépartum : 77,53+15,33 vs
78,4846,80 : postpartum, p=0.88). De méme, aucune différence significative n’a été
observée entre les vaches malades et saines. Les valeurs moyennes de protéinémie

enregistrées étaient légerement supérieures a la plage normale signalée par (Bradford et al.,
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2020) qui varie de 67 a 74,6 g/L. Les protéines totales sont constituées d’albumine et de
globulines. Le sérum est le substrat de référence pour évaluer I'albumine et les globulines
(Russel et Roussel, 2007). L’élévation du taux de protéines totales apres le part peut-étre d(i
au changement de la ration (augmentation de la quantité du concentré distribué) qui aboutit
a une synthése accrue de l'acide propionique et par conséquent des protéines sériques
(Hagawane et al., 2009; Piscine et al., 2009). L'hyperprotéinémie résulte aussi de
I'augmentation des concentrations en albumine, en globuline ou des deux composantes. Le
taux de protéines totales augmente en cas d’hémoconcentration lorsque I'animal présente
une déshydratation. Cependant, si les protéines totales sont supérieures a 78 g/l et le taux
de globulines est élevé on suspectera un processus infectieux ou inflammatoire aigu ou

chronique (Brugere-Picoux et Remy, 1995).

2.2.2. Albuminémie :

Nos résultats montrent que I'albouminémie a significativement baissé en postpartum
(prépartum : 36,24+6,68 vs 29,62+2,53 : postpartum, p=0.0002). Et elle a aussi
significativement baissé chez les vaches malades (prépartum : 37.27+7.06 vs 28.7+3.28 :
postpartum, p= 0.01). L'albumine sérique est synthétisée par le foie a partir des protéines
absorbées dans l'intestin et des protéines corporelles. Elle constitue la fraction protéique
majeure indicatrice de I'état inflammatoire (protéine négative) chez les animaux. En effet,
les valeurs d’albumine observées en prépartum sont comparables a celles décrites par
(Russel et Roussel, 2007 ; Alberghina et al., 2011) qui varient de 32 a 38 g/I. Par contre, la
baisse d’albuminémie constatée en post partum pourrait étre expliquer par le passage
d’albumine vers la mamelle afin de fournir les acides aminés nécessaire pour la synthése du
lait lors d’'un apport alimentaire insuffisant (Bell et al., 1995). Néanmoins, |’hypo-
albuminémie enregistrée pourrait aussi s’expliquer par un dysfonctionnement hépatique. En
effet, une valeur basse de I'albuminémie renseigne sur l'installation de stéatose hépatique
(Seving et al., 2003) et I'altération de la fonction endogéne du foie (Bobe et al.,, 2004 ;
Piccione et al., 2009 ; Djokovic, 2013). De plus, rapporte que la concentration élevée d’AGNE
en période de transition serait responsable de la diminution et de I'altération des fonctions

de transport d’albumine.
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2.2.3. Les globulines:

La globulinémie est la concentration sanguine en globulines (alpha, béta et gamma).
Dans cette étude, la moyenne de la globulinémie chez toutes les vaches a été
significativement différente entre le prépartum et le postpartum (prépartum : 38,99+16,80
vs 48,9+6,19 : postpartum, p=0.01). Dans le groupe des vaches malades, la globulinémie a
significativement augmenté en post partum (prépartum : 32.81+12.48 vs postpartum :
49.42+6.66, p= 0.02) et la valeur obtenue est supérieure a la borne physiologique de 30 - 40
g/L rapportée par (Bradford et al., 2020). Connaissant que les globulines sont synthétisées
par les lymphocytes et les plasmocytes, elles augmentent dans le sang en cas de processus

infectieux ou inflammatoire (Kouamo et al., 2011).

Il est a signaler, que les principales causes d'hyperglobulinémie sont la stimulation
antigénique chronique (maladie inflammatoire chronique) et les maladies hépatiques. La
stimulation antigénique chronique peut-étre rencontrée dans de nombreuses affections
telles que la réticulo-péritonite traumatique, les abces hépatiques ou encore une pneumonie

chronique (Russel et Roussel, 2007).

2.2.4. Ratio albumine/globuline :

Nos résultats révelent une baisse hautement significative du ratio
albumine/globulines sérique aprés vélage chez I'ensemble des vaches (prépartum :
1,10+0,52 vs 0,61+0,09 : postpartum, p=<0.0001). Ce ratio a fortement baissé en postpartum
chez le groupe de vaches cétoniques (0.59+0.10, p= 0.0003), ce qui est relativement faible
par rapport aux marges des valeurs de références, entre 0,84 et 0,94g/l, décrites par (Knapp
et guyot, 2016). Il est a noter que lorsque la concentration des protéines sériques totales est
>78g/| et qu’un ratio albumine/globulines est <0.84g/l, comme c’est le cas de ce groupe de
vache malades dans notre étude, nous oriente vers une forte suspicion d’atteinte
d’inflammation chronique qui peut étre surtout une pathologie hépatique (Knapp et guyot,

2016).

De plus, Selon (Russell et Roussel, 2007), lors de stimulation antigénique chronique, le ratio
albumine/globulines diminue car lI'augmentation des globulines est souvent accompagnée
par une légere diminution de I'albumine. La concentration en albumine diminue davantage
dans les maladies hépatiques chroniques, causant une diminution du ratio

albumine/globulines plus important. Ainsi, (Smith, 2009) considére que lors d’affections
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chroniques et séveres du foie, il y a généralement une augmentation des immunoglobulines
(gammaglobulines : 1gM, IgG, IgA) conjointement a une diminution de la concentration en
albumine sérique. En se référant aux résultats obtenus précédemment dans cette étude
(faible taux de cholestérol, augmentation du ratio AGNE/cholestérol et de BHB), nous
pouvant conclure que ces vaches souffrent d’'un déficit énergétique sévere qui a conduit a

I'apparition d’une stéatose hépatique.

2.2.5. Le fibrinogéne :

Chez les bovins, le fibrinogéne est utilisé pour déterminer les maladies
inflammatoires et traumatiques et se caractérise par une synthése accrue lors d’une réponse
d’origine infectieuse (Hirvonen et Pyo6rald, 1998 ; Humblet et Godeau, 2005). Les marges
normales du fibrinogéne se situe entre 3-7g/l (Knapp et guyot, 2016). Dans notre étude,
comparativement aux vaches saines, la valeur estimée de fibrinogéne tend a étre
significativement plus élevée en postpartum chez les vaches cétoniques [((VM) 9.9815.64 vs
6.34+3.38 (VS), p=0.07)]. De plus, le ratio protéines plasmatiques-fibrinogene a été
significativement différent chez les deux groupes de vaches [((VM) 9.84+3.70 vs 15.88+8.25
(VS), p=0.04)]

Le fibrinogéne est une B-globuline plasmatique c’est un précurseur de la fibrine dans la
cascade de la coagulation. Sa concentration devient trés élevée seulement dans de rares cas,
en particulier lors de processus inflammatoire généralisé sévere. Selon (Gros, 2015), une
concentration d’AGNE élevée en postpartum (vaches en déficit énergétique en postpartum)
est un facteur de risque pour le développement de maladies inflammatoires dont la
mammite et la métrite. Ce méme auteur indique qu’il existe un lien fort entre déficit

énergétique et infection/inflammation.
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CONCLUSION



La période de transition entre la gestation et la lactation chez la vache laitiere est
marquée par des changements métaboliques, hormonaux et immunitaires ayant un impact
sur l'incidence des infections et des maladies métaboliques. Cette période spécifique se
caractérise par un déficit énergétique, et entraine une utilisation excessive des réserves
corporelles de I'animal. Ainsi, la mise en évidence précoce d’un déficit énergétique exagéré
représente un point clé en suivi d’élevage. Les objectifs de notre étude visaient a détecter
précocement le déficit énergétique, d’évaluer I'influence de ce dernier sur la concentration
de certains parameétres biochimiques et enfin de mettre en évidence des liens entre les

indicateurs du déficit énergétique et les marqueurs d’inflammation.

Afin de répondre a nos objectifs, nous avons utilisé certains outils qui sont considérés
comme des indicateurs de choix du métabolisme énergétique (note d’état corporel,
concentration sérique en AGNE, concentration sanguine en BHB et la concentration de la
glycémie). D’autres parametres ont été utilisés : la concentration du cholestérol, et le ratio

AGNE/cholestérol.

Ainsi, pour I’évaluation de I'état d’inflammation d’autres paramétres ont été explorés (les
protéines totales, I'albumine, les globulines, le ratio albumine/globulines, le fibrinogéne, et

le ratio protéines plasmatiques/ fibrinogéne).

A la lumiere des résultats obtenus, I'utilisation des seuils d’AGNE de 0,3 mmol/L et 0,7
mmol/L en prépartum et postpartum respectivement, a permis de détecter un déficit
énergétique chez presque la moitié des vaches de notre échantillon. La baisse importante de
la NEC observée au pic de lactation, en relation avec la forte mobilisation des graisses

corporelles, a confirmé la présence de ce déficit énergétique.

Par conséquent, ce déficit a été a I'origine d’une prévalence élevée de cétose subclinique en
postpartum (BHB>1,2mmol : 42,86%) et d’une atteinte de stéatose hépatique mise en

évidence par I’élévation du ratio AGNE / cholestérol (>0,2).

Il en ressort qu’en période de postpartum, les vaches en déficit énergétique ont une
protéinémie sérique élevée, une hypo-albuminémie, une hyperglobulinémie, un ratio
albumine/globulines trés faible, une concentration de fibrinogéne et un ratio protéines
plasmatiques/fibrinogéne élevés. Cette situation semble indiquée que les vaches de notre
échantillon souffrent d’'un syndrome inflammatoire qui peut étre en relation avec les

concentrations élevée des AGNE et BHB.
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RECOMMANDATIONS



Ce travail avait pour but d'apporter des informations supplémentaires concernant
I'utilisation de certains indicateurs du métabolisme énergétique et de I'inflammation dans

un souci d'aider le praticien vétérinaire a améliorer ses programmes de suivi d'élevage.

De nouveaux outils (dosage des AGNE et BHB, NEC) sont donc utilisables pour permettre une

anticipation des problémes au sein des élevages.

e Avant vélage, le dosage des AGNE avant vélage semble étre un bon outil pour prédire,
certaines maladies (telle que la cétose). Des valeurs hautes en AGNE avant vélage
permettraient, de corriger les pratiques de gestion de la transition pour éviter le déficit
énergétique des vaches. Il semble intéressant, pour un vétérinaire, d’intégrer ce
dosage a ses suivis d'élevage.

e En début de lactation, la cétose subclinique, insidieuse, limite les performances des
vaches. Une évaluation de la NEC toutes les semaines durant les quatre premieres
semaines de lactation et des mesures des AGNE et de corps cétonique sur les fraiches
vélées sont simples et efficaces pour la révéler et recaler sa conduite alimentaire

précocement.

A linstar des résultats obtenus au cours de cette étude, imposent la nécessité de la
vulgarisation auprés des éleveurs pour les sensibiliser a reconnaitre l'intérét des dosages
biochimiques. Cela aura pour conséquence de réduire les pertes occasionnées par les frais

de traitement, les chutes de production et la mortalité. Pour cela, il est recommandé de :

* Sensibiliser les vétérinaires praticiens, sur la nécessité de I'outil paraclinique pour

s'informer des désordres métaboliques avant que ne s’installe les signes cliniques.

e Encourager les vétérinaires pour recourir plus spontanément a l'apport du

laboratoire dans I’établissement de leur diagnostic.

Enfin, la gestion des vaches taries est une étape indispensable pour assurer un bon
démarrage en lactation et limiter les maladies du péripartum. |l est primordial de préparer
les vaches pendant cette phase afin que celles-ci ne subissent pas un déficit énergétique trop

important. L'utilisation de marqueurs métaboliques dans les suivis d’élevage permettra :
(1) d’objectiver un dysfonctionnement métabolique et de le corriger rapidement

(2) de sensibiliser I’éleveur a 'importance de la gestion de la préparation au vélage.
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ANNEXES



Annexe 1: Fiche d’élevage

INFORMATIONS GENERALES

Date de I'enquéte : Eleveur :

Effectif : O Plus de 10 t3tes O Moins de 10 tétes

Race: O BLM O BLA (croisée)

Apge moyen du cheptel : {Ans) O Primipares (nbr) :

Rang de lactation : O En lactation (nbr) ) Hors lactation (nbr)

Type de stabulation : O libre O semi entraviée O entravée

CONDUITE DU TROWUPEAL =

Type d'alimentation : () Fourrages verts O Herbe de prairie O Fourrages secs O Paille
Quantite © remorques / tétes bottes / tétes

Composition et quantité de ration de base distribuée = Fourrage : kg
Composition et guantité de ration principale distribuée : Conceniné : ke
Méme alimentation pour tous les animaux (vache en lactation, taries et génisses pleines) © O mMon

O MNon O Oui

Meéme alimentation pour tous les stades de lactation :

O Multipares (nbr) :

Niveau de production/exploitation :

Adre d exercice :

O Concentré

kg ou sac / tétes

litres / jour

Génisses (nbr) @

O Présence

O pain rassie

sac / tEtes
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Annexe 2 : Fiche de suivi des vaches

Date de
visite

N° vache

Race

Age

Rang

Date de
Vélage

Tarissement

Pic de lactation

NEC

AGNE

NEC

BHB

AGNE
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Fiche de notation de la race Holstein

Annexe 3

Figure | : Grille de notation de ['état corporel selon Edmonson et al. [27] .
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Annexe 4 : De notation de la race montbéliarde

Ligament en lame,
sec, a;mches
bien visibles

s de la gqueue lréb bien dessinés

- La peau adhérente
"rentre”sous
les EII]EIDI'I'H'E-ES

La paau colle & l'os
et "rentre” sous

Détroit caudal

. . la pointe des hanches
trés creusd \

| Peau trés séche, trés collée,
Dessin | -' | L'os est "sous la main®
"anatormigue" [ . .' J-'
de I"os, .| |I | - e f
peau collée ! ' —

i

NOTE O :

0z de la queue visible

La peau suit les apophyses
au-dela de la bordure

Détroit profond
Anus saillant

Peau adhérente,
losange trés dessing

Ligament mince,
on voit |"attache
s0us la pointe
des fesses

Triangle trés blen 7/
dessiné, ||;.
Peau non adhérente |

Peau collée, pas de gras
NOTE 1

Pas de gras

Pli de peau "vide"

Ligament nettement e :"EIE' ok ':igna
visible, non épais S L J6S apOpTyses
- T bien dessinées,
ety WA on peut les compter

Détroit caudal

creux, pas trés || ——— Dessin de I'ns
concave - bien marqué
1\
Fas de couverture, / ".II
tiangle apparent ([|| |
I 1

NOTE 2 |

Peau souple, I&gére,
pellicule de gras

Pas de dépot de gras
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Queue & peine couverte  Pli de peau

Ligament visible,
épais

Ligne précise, droite,
on ne compte presque

ot ____,_._.--—'—""'_'_']amais les apophyses

Détroit caudal
ni plein,
ni creux
: Hanche couverte,
J "losange” flou
Pointe de fesse l
couverte, dessin | | /
de I'os perceptible || | i \ /L
| | L
I \ La peau roule,
- espace intercostal
NOTE 3 Petite &paisseur de gras  en dépression
Bourrelets de gras non permanents
trés enveloppé -
_ - Creux du flanc non comblé
Détroit caudal
pratiquement Espace intercostal comblé
comblé
Hanche trés couverte,
contour arrondi
Pointe de fesse facilement repérable
trés couverte,
localisation | f
possible de 'os | '; i~ "/

III —
||II K
NOTE 4 I

Gras bien épais

Ligament non Bourrelets de gras

localisable, noyé Localisation précise

/7/ o _..-—-—-'—’”"'_'_FFFF._F de I'os impossible

! ['H ._-_-_-_-_‘—-_-_._
Creux du flanc comblé

Pointe de fesse
trés couverte,

localisation
impassible f N -
de |'os
Bourrelets de gras
I entre les cotes.
F&au trés mobile
Plus aucun JIJ
CTeUX -

- '-"\ <

“0On a du gras pein les mains”
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Annexe 5 : Troubles de santé observés et/ou enregistrés chez les vaches

N°VACHE

TROUBLES

EVENEMENT

Date (JO=vélage)

Mammaires

Mammites cliniques

Métaboliques

Fievre de lait

Cétose

Acidose

Autres pathologies

Locomoteurs Boiteries infectieuses (panaris, mortellaro,
etc.)
Fourbures

Digestifs Diarrhées

Déplacements de caillette

Autres pathologies

Respiratoires

Bronchites vermineuses

Pneumopathies d’origine infectieuse

Autres pathologies

Reproduction

Dystocies (vélage avec traction légére ou
forte), césarienne

Non délivrance

Meétrites

Autres
pathologies
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Annexe 6 : Dosage des AGNE selon le mode du fabriquant.

NEFA-HR(2)

| Read this netnucion shaet horoughly before use! |

UELGE  Acs-acoo method

C€

For the quantitative determination of Non-Esterified Fatty Acids (NEFA) in Serum

Intended use
The Wako NEFAHRIZ) Sagent & an It M0 eraymase colanaric mhod assdy fo
e Quarilative Seeminasos of non-askried Wty acids (NEFA) in seam.

Summary and explanation of the test

Nonesterfed 4ty acid INEFA] Ia sarum Sindieg abuen, is used a5 a0 mponint
ey soute of pedghenl 1eses Tha amount ot NEFA In senm dagesds o 4
bolance batween riaa in feer and perphend Ss0es, and 1 rokase Yom adgcse
55005 Amount of NEFA Scxaases by physical asanisa, incaases by sanasion, cold
R o smeking. And han incease or dacrease of NEFA & chsenved i Gadeks.
Iepaie Seaces of endocring deaams.

NEFA had boon ascayed by Sganic Sobvent @daction mehod, which was comgicated
B operate. Exxymasic matted wi) ACed cidase (ACOD) has become
widep0as due 10 eacolint speciicly and condisd peaceduss. NEFAHRR) & e
feagant Mt ky NEFA assay based on earymalic methad wsing MetniNER
N (O ethy) Aniing (VEHA a5 & it okl agent.

1t s wlabie resuls wihout Imafercnce Yom aacorbic acd and hilnbia

Principle of the method

Nonesmeld Sty acid (NEFA) i sarghe 6 conened © AcfCoA ANP ass
pyvophosghonic aced (PR &y M acion of AcCod spehomse (ACS), under
cosasience with coerapme A (Colj aad adeacsine Saiphoephan deoden sat (ATP).
Oztainad AsyhCoA is aedaed and yieids 2 3rans EaopCoA and hydrogen paedse
by Mo action of AcdCoA adsse (ACOOY. In e presence of pertaddase FPOD) e
fydogan percadie faemed yekds 3 blue pepie POt by quandlithve Ovidaion
Conduniation wih JMathy KBNS Hpsaeyathyl-AnEne MEHA) and damino
atipyrioa (LAR)

Non-esterfied faty ackts (NEFA} concentraion |5 O2Gned by Measung 2eatance
of the B purpla cokr.

Reactions

RACOOH + ATP + ACS
CoA

Acy-CoA

0,

TN <
e "e Nenom
A
taniroartgyrice

S

ne Rl “E

Acyl-CoA + AMP + PPi

* ACOD_ 2 3umre-EncylCok + H,O0

Bize perpls pigmant

Physical or chemical indications of instability
The smsarce of pRIDIIES N De Ragts o walks of conYol S cusde Be
menuiaciner's acoestabie range may 56 an indeason of Raen(s naatdy.

Instruments

The MaQent & MSignod 12 ba wsed on commencialy avaladie aSomaled anahes.
Rafer 10 $a operafing maneal &v a3 descripion of stement epemsen ase
speciicalons. A vakiaion By e wsar in pacics o e usiomer's Sl in e o of
messurenents of acequans contal o palent Sera in aufcient nuber S ndisgeniabia.

Conterts and siteage coediors
R Sat: Rie CokeA T
Rt SolrtA
St Rx CoB Sereu-WC
R SownE
rgredects
R Set
P L L L L L L L L LR L LT
Rix Coler A
0S3UML
Coa 031 wexil
AP 43mesdl
4AR 15wl
A0 28Uw
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P"'ﬂ“"'!""
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et e e e S S SR
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ACCO 120wl
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Reagent preparation
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Abar peapatng e R, siom & 2 - 10°C and sse witin 1 mosh

RZ Pregare R2 by mixing sse oo of Coor B and Schent B
Aber gesgatng ha F2 o & 2 - 10°C and sse witin 1 mosh

Specimen collection and preparation

Sarum can b wsed 25 specimen

mmmnwmummam:m
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Standard procedure
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Results
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Manufactured by
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NEFA-HR(2)

[Read this insruction sheel horoughly betore use! |

ELG

C€

ACS-ACOD Method

For the quantdative detammination of Non-Esterified Fatty Acids (NEFA) in Serum
Performance characleristics
(1) Acceracy

Wi @ comd Senam of kaows CONCErDason & amsayed, 1 assay vikeo Al
wihin e @498 0f 2 15% of the kaown concomatcn.

(2 Sensiiviy

) When pufiod saler & 2seayod e absotancs b a0l mase than 0.140.

b) Wren 2 standass of ghen concentration (sl acd 1 mEQL) b dsayed, e

absortonce 60.100.0380

3 Precision
When 3 Sampla 6 assayed nat kss than 5 tmes in 2 an, OV of absotasee i ot
noe has 1.5%

(4 Measurement range

0.01 . 400 mEYL NEFA. (1t the case of using e standind procedurc
Correlation
Epecone Seum
Corvelation coefScient v 0997 (n = 508
Rigresson equition yo 1043 A043
¥ Wako NEFAHR(Z) (ACS < ACOD nathot, mEgl)
. Wk NEFA C ACS < ACOO mathod, mEQL)
Interfering substances
¥ Siibis geis sightly negaive N o0 Do assay.

b Ascortic aod aad hemolsis do act have Sigrdficant affeds on e ausay,
¢} Cilax csabie, EDTA aod sodiun Muxide 3o not have signlicant infuances on
1 assdy whoa By 20 156d in Tt LSl anaunts

Wunmandpncaumm
Far i w0 Sagresie use only,

o Theusage and asplcalion of fis st s rescrved fr peslassiona! use only. Plaase
el 10 sapecihve ratonal and kocal reguions ard egislason.

o Not 0 be seed imamally i humans of aninas.

o Dontum the magests Sescibad adove Ar any Supose oider Than desorided
honin. Perdommance corndt bo puiantoed I e Raems Mo woad in oider
proceduss o for O pUIposes.

o Opeak he rsiemens accondng 12 OpIrators manuals under appepdals
condidons.

o Show N reagents under the speciied condions. Do ret a5 Magents pait e
@plaion dite daled on aach Ragent comng! kb

o Donct o5 agents which wew Sozen in eor. Such sagents may gae lase
resuds.

o A paning T RagenS, S meonminded 1o e ham immediately. When e
0pened MaQens i Siad, Cap B bolies and haep Dam ender e specliad
condiions

o Doool ese T CONMMNGS 203 e Mty i e Sackage i any Suposes
other han 1hose describad hargis.

o Thovialis S0poened i 0R0ed priseure. Slowly Snows 15 S200er ie odr sgl
10 RRase the powds in e val

o Whan he magant for NEFA & Lsed &t 1ha seme BN 25 neagat for choiesianl
NS Ughtence. 1 Chokalesy ESKvice and Rpopesiin Ipase & the Ragent an
adsorod i avenies and My nterken T messured wake of NEFA,

o Uke NEFA Standard Yor caltvation.

o This assay shoukd act ba Lsed 25 the soke determinasnt for cinical Segnosis.

o Il Do magents come i contact with Be mouh epes of shin wash of
nvreckanly M 8 knga amourt of wandr.

. awmouwnmmwummnmuu

o When e reagons, depoie of Men o ool o natioral
reguiatons. Sovent A containg 3 ol potassium {1 mol as cyan)

o Al e devices inchuSag reaQents and magen! DoEks confackad wit specines
shindd be considend potentially infecios.

o Sodum axde may Ract Wi Bad Or COPpAr pleeding 10 for agiosie
compounds. Ewn Dough i apent conaing Mo Quantly of sadum axde.
drains shodd be Rushed wel Wit 2 e anmaun! of wale, whin Sscaxdng he

o Color A (R12) contiing components clisalied as ilows accoesing 10 Reguaton
EC) Mo 127272008

Hazard pictograms
Hazard-determining

4-Amino2 3 dmettyt- phanyt3-pyrazoinSone
Sodem azide

components of labeding:

Marrehd ¥ swaklowed or In cootact with skin.
Hartehd 10 aquatic ¥o weh long lastng oftects.

statements
Do rct dreathe
mmmwum
Jrood release 1o the environment.
F SWALLOWED: srse mouth. Do NOT indece vomiting.
# ON SKIN for hair): RemoveTake off immediaiely all contaminaled clothing.
Ringa skin wth waiec'shower.
Get medcal advice'attention 1 you foel crwed.

Quality control
A Quality conval program & recommanded Y al cinkdl lateaanes.

ﬂennnm

Rogen V, Shtlty of e eg chais ron-estedied Lazy acd patten in plasnd
and blood desing Slenent sioage conditions. Cin Chim Acta B4, & - 54 (1978
Kosts, M ot al, Pavanson of ia Voo Lisohsis By TooavySalipstate. Cin
Chem. & (7), 950 - 954 (2000}

Adsargy, J asd Kammam A Kinichchemscn Mesgriee: Fee
Fagsdunn (FFS), 8 310 - 30 in Greileg / Graflear: Letvbuch der Kinischen
Charria und Fahaticchende, 3 estien, Scaatauer (1555

Ordering information
CodoNo. | Product Package
144175 | NEFAHAZ A1 Sa Rla  4xhedinl
R 4x50ml
4E3105 | NEFAHAZ F25a Ry Akl
R 4S5l
IIT00 | NEFA Sunsad CAL  2x0mL

Manufactured by:

ol Wako Chemicals GmbH

Fuggersyale 12, D-41468 Neuss
Telephonie): +48-2131-311-0
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