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RESUME

Les endométrites sont des causes d'infertilité les plus fréquents chez les juments. Elle
peut étre difficile a traiter et entrainer des pertes économiques importantes.

L’objectif de cette étude était de diagnostiquer I’endométrite post-saillie a temps afin
d’éviter les endométrites chroniques, identifier les facteurs de risques, et voir la relation entre
les endométrites post-saillie et la fertilité par les différents moyens de diagnostic tels que :
I’échographie, la cytologie endométriale, la microbiologie, la biopsie, le dosage hormonal,
hématologique et biochimique. 18 juments ont été sélectionnées aléatoirement agé de 4 a 20
ans, parmi les 160 juments examinées au cours de la période d’étude allant du 15 Février 2022
au 30 Juin 2023. L'échographie transrectale a été utilisée pour examiner les juments, lorsqu'un
diametre folliculaire d'au moins 35 mm a été observé, le premier échantillon a été prélevé 24
heures avant la saillie ou I'insémination artificielle, le méme échantillon a été prélevé 6 et 48
heures apres, un lavage utérin a faible volume pour la microbiologie, un échantillon de sang
pour la mesure de la progestérone, une numération formule sanguine complete et un dosage
des protéines totales plasmatiques, une cytologie utérine a l'aide d'une cytobrosse, et
finalement une biopsie utérine. Le traitement était basé sur un lavage utérin a base d’une
solution physiologique et un agent echolique pour une bonne contraction utérine et/ou une
infusion utérine a base d’antibiotique, lorsque 2 juments ont développé une résistance a
I’antibiotique, une infusion utérine au miel aété proposée.

55.6% des juments ont été vides, le taux de P4 était en hausse, la cytologie a révélé
une présence de polymorphonucléraires de regle 6h apres la saillie indiquant la présence
d’une inflammation, etla disparition de tous les neutrophiles 48h apres la saillie sauf chez les
juments qui ont montré une présence des fluides intra-utérins 48h apres la saillie. Les espéces
bactériennes les plus isolées dans cette recherche sont E.coli 32%, Enterococcus faecium
24%, et Staphylococcus spp 12%. Le score de biopsie selon Kenney et Doig était 11A. Le
dosage sanguin a revélé quelques changements non significatifs, et 1’efficacité du miel été
observé chez 1 seule jument.

La cytobrosse et 1’échographie sont un moyen excellent pour déterminer
I’inflammation sans préciser son origine d’ou le recours a la microbiologie. Le dosage de la
progestérone n’a aucun intérét clinique, en plus de sa cherté, le dosage sanguin n’a aucune
relation avec les endométrites post-saillie d’ou leur nature locale. La biopsie est un moyen
révélateur. Et le traitement au miel est un bon moyen alternatif pour le traitement des
endometrites avec une nécessité de recherches plus poussées.

Mots clés : Endomeétrites post-saillie, Cytologie, Microbiologie, Infusion utérine au miel,

Biopsie, Dosage sanguin.



ABSTACT

Endometritis is one of the most common causes of infertility in mares. It can be

difficult to treat and lead to significant economic losses.

The aim of this study was to diagnose post breeding induced endometritis in time to
avoid chronical endometritis, toidentify risk factors, and to identify the relationship between
post breeding induced endometritis and fertility by different diagnostic means such as:
ultrasound, endometrial cytology, microbiology, biopsy, hormonal, haematological and
biochemical assays. 18 mares were randomly selected, aged between 4 and 20 years, from the
160 mares examined during the study period from 15 February 2022 to 30 June 2023.
Transrectal ultrasound was used to examine mares, when a follicular diameter of at least 35
mm was observed, the first sample was collected 24 hours before mating or artificial
insemination, the same sample was taken 6 and 48 hours after mating, a low-volumeuterine
lavage for microbiology, a blood sample for progesterone measurement, a complete cell blood
count and total plasma protein assay, uterine cytology using a cytobrush, and finally a uterine
biopsy. Treatment was based on uterine lavage with a physiological solution and an ecbolic
agent for good uterine contraction and/or uterine antibiotic infusionbased. When 2 mares

developed resistance to the antibiotic, a honey uterine infusion was proposed.

55.6% of the mares were empty, the progesterone rate was rising, cytology revealed
the presence of polymorphonuclear neutrophils 6h after mating indicating the presence of
inflammation, and the disappearance of all neutrophils 48h after mating except in the mares
that showed the presence of intra-uterine fluids 48h after mating. The bacterial species most
frequently isolated in this research were E.coli 32%, Enterococcus faecium 24%, and
Staphylococcus spp 12%. The Kenney and Doig biopsy scorewas IIA. Blood tests revealed

some non-significant changes, and the efficacy of honey was observed in only 1 mare.

Cytobrush and ultrasonographye are an excellent means of determining inflammation
without specifying its origin, hence the use of microbiology. The progesterone assay is of no
clinical interest, in addition to being expensive, and the blood assay has no relationship with
post breeding induced endometritis, hence its local nature. Biopsy is a revealing method.
Honey treatment is a good alternative for the treatment of endometritis, but requires further

research.

Key words: Post breeding induced endometritis, Cytology, Microbiology, Uterine infusion by

honey, Biopsy, Blood test.
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Introduction

Chez les animaux de rente, la reproduction occupe une place trés importante pour la
réussite de I’élevage en particulier la filiére équine qui ne fait exception d’ou les professionnels
de I’¢élevage équin ont toujours fixé I’objectif d’atteindre 1 poulain/jument/an, un impératif pour
parler de la réussite de tout élevage équin de ce fait, le contréle et la maitrise du troupeau équin
et notamment la gestion, la maitrise du cycle, le contréle de fertilité et fecondité sont des facteurs

clé.

L’endométrite incriminée comme cause majeure d’infertilité est depuis longtemps
reconnue comme étant une cause pathologique majeure de chute de la fertilité chez les juments.
Les conséquences de cette affection sont non seulement médicales pour la jument mais aussi

économiques pour son propriétaire.

C’est une infection ou une inflammation de ’endomeétre. C’est la troisiéme maladie la
plus répandue chez les juments, et la principale cause de subfertilité (Traub-Dargatz et al.,
1991 ; Troedsson, 1999).

Auparavant, on pensait que 1’endométrite était causée uniquement par une infection
bactérienne ou fongique. Cependant, les recherches ont révélé la méme réaction des neutrophiles
lorsque la jument est saillie, ou exposee & une solution saline, ou carrément des bactéries
(Canisso et al., 2020).

La réponse inflammatoire de I’utérus de la jument a la saillie nécessaire pour
I’¢limination de I’exces des spermatozoides et des bactéries contaminantes est considérée comme
physiologique (Troedsson, 2006), ou le dépbt de sperme intra-utérin pendant la saillie ou
I'insémination artificielle (IA) induit une chimiotaxie rapide des cellules polymorphonucléaires

(PMN) dans le tissu endométrial et la lumiére utérine (Katila, 2012).

La disparition de cette inflammation dans un délai de 48h indique que la jument est en
bonne santé reproductive « résistante » (katila, 1996 ; Woodward and Troedsson, 2013),
tandis que si I’inflammation demeure au-dela de 72h la jument est nommée susceptible
(Troedsson, 1999).

Un retard d’élimination de cette inflammation chez ces juments induit une endométrite
désignée sous la nomination d’endométrite post-saillie (PBIE : Post-Breeding Induced
Endometritis), qui est souvent associée a une rétention de liquides intra-utérins (Troedsson and
Liu, 1991 ; LeBlanc et al., 1994).
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L'embryon passe de la trompe utérine vers la lumiére entre 144 et 168 heures apres
I'ovulation. Cela coincide avec une production accrue de progestérone induisant une fermeture
cervicale, ce qui laisse peu de temps a l'inflammation pour se résorber. Une persistance de
neutrophilie et une accumulation excessive des liquides dans la lumiere utérine, sont
embryotoxiques et entrainent une diminution de la fertilité de la jument lors de la saillie naturelle

ou insémination artificielle (Canisso et al., 2020).

Par conséquent, 1’uétrus n’est pas prét pour I’admission du conceptus a 5-6 jours post-
saillie chez les juments atteintes d’une PBIE (Oguri and Tsutsumi, 1972), permettant de réduire

le taux de gestation
(Pycock and Newcombe, 1996 ; Barbacini et al., 2003).

L’éthiologie de I’endométrite post-saillie est multifactorielle, pouvant aller de facteurs
physiques tels que 1’age ou la conformation périnéale, a une réaction exagérée de 1’endométre
apres la saillie. Des épisodes répétés d’endométrite aigue vont induire une endométrite
chronique. Elle peut étre bactérienne suite aux problemes physiques déja cités, qui sont en
relation avec I’efficacité du col de I'utérus qui joue un rble de barriere a I’entrée des

microorganismes (Morrell and Rocha, 2022).

Mais, on ne sait pas encore si les bactéries sont primaires ou secondaires a I’induction des

pathologies de I’endométre (Morris et al., 2020).

Les études sur les endomeétrites post-saillie chez la jument en Afrique sont limitées, par
contre nous avons trouvé seulement des études publiées en Amérique et en Europe, faisant
référence au sujet selon 1’auteur. En effet, plusieurs recherches ont été effectuées en Europe et en

Amérique.

Ainsi, nous n’avons trouvé aucune étude sur les PBIE chez la jument effectuée en
Algérie, et pour pallier a ce manque nous présentons cette étude qui a pour objectif de faire un
état des lieux en mettant au diapason la fréquence et I’importance de cette pathologie et son

impact sur la fertilité chez la jument, pour se faire nous proposons 1’approche suivante :

- Diagnostiquer les PBIE a temps afin d’éviter les endométrites chroniques.
- ldentifier les facteurs de risque.

- Détecter I’inflammation par différents moyens tels que :
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Examen hématologique et biochimique.
Examen échographique.

Examen cytologique.

Le dosage de P4.

Examen microbiologique et antibiogramme.
L’histopathologique.

Proposition d’une conduite a tenir et des protocoles thérapeutiques.



Synthese
bibliographique



Chapitre | Rappels anatomiques et histologiques de ’utérus de la jument

I. Anatomie de I’utérus de la jument :

La position de l'appareil génital de la jument est horizontale, contrairement a la
position verticale de I'appareil génital des primates. L'utérus de la jument a une structure
bicornée, ou les deux cornes utérines sont reliées a un corps utérin commun. Il est suspendu
dans le corps par le ligament large et recoit le sang des arteres utérines et ovariennes (Pickett
et al., 1993).

Le mésométrium est une partie du ligament large qui maintien 1’utérus, qui est libre
par rapport au ligament large dans le coté ventral chez la jument, a I’opposé des vaches. Cela
empéche 1’utérus de se rétracter dans la cavité pelvienne lors de la palpation transrectale, ce
qui rend la tache plus compliquée. L utérus de la jument n’est pas enroulé comme celui de la
vache, ainsi le ligament intercornuel n’est pas proéminant, la bifurcation interne est marquée
par un court septum utérin et le corps de I'utérus est plus long. La vascularisation est
constituée de chaque coté de 1’utérus de trois artéres et veines : la branche de I’artére
ovarienne et sa veine correspondante, la branche de [I’artére utérine et sa veine
correspondante, et finalement 1’artére vaginale et sa veine correspondante. Une rupture de ces
derniéres est probable lors du part chez les juments &gées, conduisant a la formation
d’hématomes dans le ligament large ou d’hémorragies abdominales fatales (Brinsko et al.,

2011).

Left uterine horn Right uterine hormn
Uterine body
Ovarian ligament \ \ / -
X , /

= Infundibulum
Left ovary —

Ovarian artery

Broad ligament
(mesometrium)

:—; ~— Ureter to bladder
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Ovarian branch of ovanan artery
Uterine branch of ovanan arlery
Uterine artery

Vagina —+—

A

Transverse fold —— )

Urethral orifice

Vestibulum

~ <
Clitoral fossa =~ \ Vulvar labia
Glans clitoris

Figure 01 : Vue dorsale de I'appareil reproducteur de la jument (Brinsko et al., 2011).
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hom - /" .. \ : = \ Vestibule
Ulterne body — \ !

Bladder / Ceoervix

Figure 02 : Vue latérale de I’appareil reproducteur de la jument et des structures adjacentes
(Brinsko et al., 2011).

L’utérus est protégé de 1’environnement extérieur par trois barrieres physiques ; la
premiere barriere la plus externe est la vulve. Chez une jument normale les lévres vulvaires se
ferment complétement. La deuxiéme barriére est le pli transversal qui se situe entre le vagin et
le vestibule proprement dit, empéchant 1’urine de pénétrer dans I’appareil génital supérieur.
La barriére la plus interne protégeant 1’utérus est le col utérin, qui a son tour sépare le vagin
de I"utérus (Pickett et al., 1993).

I1. Structure histologique de I’utérus de la jument :

La paroi utérine est constituée de trois couches :
e La muqgueuse-sous-muqueuse ou endometre.
e La musculeuse ou myometre.

e Laséreuse ou périmetrium.

Le périmetrium, la couche longitudinale du myométre et la couche vasculaire du
myometre sont tous en continuité avec les structures correspondantes du ligament large de

I'utérus (Eurell and Frappier, 2013).
A. L’endométre :

L'endometre est composé de deux zones qui different par leur structure et leur

fonction.
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- La couche superficielle, appelée zone fonctionnelle, dégénere partiellement ou

totalement apres la gestation ou apres 1'cestrus.

- Une fine couche profonde, la zone basale, persiste aprés ces événements, et la zone

fonctionnelle est restaurée a partir de cette couche.

L'épithelium de surface de la zone fonctionnelle est colonnaire simple chez la jument.

Dans les zones isolées, I'épithélium peut étre cuboidal simple.

La hauteur et la structure des cellules épithéliales sont liées a la sécrétion des

hormones ovariennes tout au long du cycle.

La partie sous-épithéliale et superficielle de la zone fonctionnelle est constituée d'un
tissu conjonctif lache, richement vascularisé, avec de nombreux fibrocytes, macrophages et
mastocytes. Des neutrophiles, des éosinophiles, des lymphocytes et des plasmocytes sont

également présents.

La partie profonde de la zone fonctionnelle est constituée de tissu conjonctif lache,

moins cellulaire que celui de la partie superficielle.

Des glandes tubulaires simples, enroulées et ramifiées sont présentes dans tout
I'endomeétre. L'épithélium glandulaire colonnaire simple comprend des cellules ciliées

sécrétoires et non sécrétoires.

L'augmentation des taux d'cestrogeénes stimule la croissance et la ramification des
glandes, mais I’enroulement et une sécrétion abondante des glandes ne se produisent
géneralement pas avant la stimulation par la progestérone. La ramification et I'enroulement
des glandes sont importants chez les juments. Les cupules endométriales apparaissent chez les
juments en début de gestation apres l'invasion de I'endométre par les cellules feetales (Eurell

and Frappier, 2013).
B. Le myomeétre :

Le myomeétre est constitué d'une couche interne épaisse, essentiellement circulaire, et
d'une couche externe longitudinale de cellules musculaires lisses dont le nombre et la taille
augmentent pendant la grossesse. Entre les deux couches, ou a I'intérieur de la couche interne,

se trouve une couche vasculaire (stratum vasculare) (Eurell and Frappier, 2013).
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C. Le perimetrium :

Le périmetrium est constitué de tissu conjonctif lache recouvert par le mésothélium
péritonéal. Des cellules musculaires lisses sont présentes dans le périmetrium. De nombreux
vaisseaux lymphatiques et sanguins et des fibres nerveuses sont présents dans cette couche
(Eurell and Frappier, 2013).

I11. Vaisseaux sanguins, lymphatiques et nerfs :

Entre les couches interne et externe du myometre, ou profondément dans la couche
interne, se trouve une couche vasculaire constituée de grosses artéres, de veines et de

vaisseaux lymphatiques qui alimentent I'endométre.

De nombreux vaisseaux lymphatiques et sanguins ainsi que des fibres nerveuses sont

présents dans le périmetrium.

Les nerfs proviennent principalement du systeme sympathique par I'intermédiaire des
plexus utérins et pelviens. lls se ramifient dans toutes les tuniques. L'alimentation
parasympathique provenant des segments sacrés de la moelle épiniere atteint I'utérus par le

plexus pelvien (Eurell and Frappier, 2013).

Figure 03 : Coupe de corne utérine de la jument (Kainer, 1993).

1. Mésométrium ; 2. Périmétrium ; 3. Myométre ; 4. Endometre ; 5. Tissu conjonctif ; 6.
Surface de 1’épithélium ; 7. Endométre et glandes endométriales ; 8. Couche
superficielle du myomeétre ; 9. Couche moyenne ; 10. Couche profonde.
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Figure 04 : Coupe histologique d’un utérus d’une jument (Thompson et al., 2020).
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La fonction du col utérin est reliée aussi aux hormones sexuelles, pendant le dioestrus
et la gestation, la progestérone agit sur le col en le fermant hermétiquement et produit un
mucus. Alors que lors d’cestrus les cestrogénes ramollissent 1’utérus et 1’ouvrent pour

permettre I’accouplement et 1’entrée des spermatozoides (Pickett et al., 1993).

Avant la mise bas la prostaglandine E2 est impliquée dans la maturation cervicale,
mais peut étre administrée d’une fagon exogene chez les juments en cyclicité pour assouplir le

col utérin (Rigby et al., 1998).

En addition des modifications ultra-structurales de 1’endométre durant le cycle cestral,
il existe une variation dans I’abondance des récepteurs de progestérone et d’cestrogénes dans
I’endomeétre durant les différents stades du cycle cestral. Ces récepteurs sont trouvés dans le
stroma, 1’épithélium luminal et 1’épithélium glandulaire, ils augmentent durant 1’cestrus et

diminuent pendant le dicestrus. (Thompson et al., 2020).

Bien qu’une autre étude ait montré des résultats qui indiquent que 1’abondance des
récepteurs de progestérone n’est pas démontrée lorsqu’on compare entre les deux phases

(cestrus et dicestrus) (Silva et al., 2014).

Alors qu’une coloration nucléaire dense dans les trois types de cellules endométriales
les jours avant I'ovulation est indiquée dans les résultats des études d’immunomarquage des
récepteurs de progestérone et d’cestrogenes, le jour de I’ovulation ’abondance stromale des
récepteurs reste plus importante et diminue aprés durant le dicestrus (Hartt et al., 2005).
L'évaluation de I'abondance des récepteurs des cestrogeénes et de la progestérone au cours du

cycle cestral justifie donc une évaluation de chaque type de cellule de I'endometre.

L’ocytocine est secrétée par 1’hypophyse postérieur (Vanderwall et al., 1998), ainsi
que par les cellules épithéliales glandulaires luminales et superficielles de I’endomeétre vers le

14° jour post ovulation (Bae and Watson, 2003).

Les fonctions de ’ocytocine chez les juments sont autocrines ou paracrines (Stout et
al., 2000), qui est le contraire avec les autres especes domestiques ou la principale source de
I’ocytocine est le corps jaune plutét que I’endomeétre. Dans les epithéliums luminaux et
glandulaires de I’endomeétre la coloration immunohistochimique est positive ce qui signifie
que I’ocytocine est produite par les mémes cellules que celles ou les récepteurs de 1’ocytocine

sont présents (Annandale et al., 2018).
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Les récepteurs ou se fixe 1’ocytocine sont plus abondants chez les juments vides que
chez les juments gestantes (Sharp et al., 1997), induisant une sécrétion épisodique de
prostaglandine F20. (PGF2a) (Santos et al., 2015), par les cellules de I’endométre (cellules
épithéliales et stromales) (Sz"ostek et al., 2012).

Les précédentes études ont indiqué que la sécrétion et la libération de PGF2a
augmente car sa production dans I’endomeétre s’amplifie (auto-amplification) (Kozai et al.,
2016). Ensuite cette derniére est secrétée de facon systémique (Thompson et al., 2020), ce

qui engendre la lutéolyse (Santos et al., 2015).

Le signal venant de I’embryon ne laisse pas la lutéolyse avoir lieu, méme si cela n’est
pas encore totalement élucidé, mais ce dernier entraine une diminution de la réactivité a
I’ocytocine (Sharp et al., 1997 ; Starbuck et al., 1998).

A Estrogen receptor

“ Progesterone receptor.

Oxytocin receptor
~<@l>-Stromal cell
[0 cpiheiial cen

D Clliated epithelial cell

e Oxytocin

Figure 05 : Représentation de 1'endométre pendant I'eestrus et au moment de la lutéolyse

pendant le dicestrus (Thompson et al., 2020).

. Mécanisme de la défense utérine :

A. La sensibilité des juments a la PBIE :

La réaction inflammatoire de I’endomeétre de la jument est reconnue comme une
réponse physiologique obligatoire pour débarrasser I’utérus des bactéries contaminantes et

I’exces de spermatozoides (LUttgenau et al., 2021).
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Ce processus est également nommé : endométrite transitoire induite par la saillie ou
I’insémination artificielle (TBIE : Transient Breeding Induced Endometritis), se produit chez
chaque jument et doit étre consideré comme un mécanisme inné de défense immunitaire. 1l est
important de résoudre la TBIE avant l'arrivée de I’embryon dans I'utérus. Les juments fertiles
peuvent résoudre avec succes la vidange utérine dans les 48h apres la saillie, préparant ainsi

un environnement adéquat pour le conceptus. (Scarlet et al., 2023).

Chez les juments sensibles a I’endométrite post-saillie PBIE, ce processus est perturbé
et se manifeste cliniquement par une accumulation de liquide intra-utérin (LIU). La présence
de liquide intra-utérin 24 heures et plus aprés la saillie est négativement reliée a la fertilité
(Wojtysiak et al., 2020). Chez ces juments sensibles I’inflammation persiste au-dela de 72
heures (Troedsson, 1999).

Les facteurs de risque associés a I'accumulation des FIU sont les suivants : age avancé
de la jument, le nombre de parités, mauvaise conformation périnéale, infection de I'utérus,
position de l'utérus dans la cavité abdominale, altération de la fonction cervicale, rétention
excessive de liquides pendant 1'cestrus et scores IIB et III de la biopsie utérine (Katila, 2012 ;
Troedsson, 1999 ; LeBlanc et al., 1994 ; Brinsko et al., 2003 ; Bucca et al., 2008 ;
Woodward et al., 2012 ; Woodward and Troedsson, 2013 ; Christo_ersen et al., 2015).

I1. Clairance mécanique :

Chez les juments résistantes, il est considéré qu’il y’a une hausse de l'activité
myoélectrique apres I’entrée des bactéries dans 1’utérus, ce qui indique une augmentation des
contractions utérines. Cependant, chez les juments sensibles, cette derniére a été retardée de 2
heures. En outre, les juments sensibles ont connu une forte baisse de l'activité, tombant en
dessous des niveaux de base 12 heures apres la provocation, ce qui cause un relachement du

myometre (Woodward and Troedsson, 2015).

Dans une autre étude pour étudier le retard de la clairance utérine en utilisant le radio-
colloide, les chercheurs ont noté que les juments sensibles retenaient ce dernier 2 heures de

plus apres la perfusion que les juments résistantes (LeBlanc et al., 1994).

Les auteurs de ces deux études ont confirmé que le manque de contractilité
myométriale pourrait étre un facteur majeur dans la pathogenese de la PBIE. L’un des facteurs

pouvant provoquer 1’altération de la fonction myométriale est 1’oxyde nitrique (NO), qui est
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produit en excés par la synthase inductible de l'oxyde nitrique (iNOS), au cours de
I’inflammation (Rosselli et al., 1998 ; saxena et al., 2000 ; Tripathi, 2007 ; Li et al., 2010 ;
Brinsko et al., 2003 ; Riddle et al., 2007).

En présence de NO qui est un relaxant des muscles lisses, le tissu myométrial in-vitro

était incapable de répondre a un stimulus électrique (Liu et al., 1997).

Des études examinant la relation entre le NO et I’iNOS sur la sensibilité des juments a
la PBIE, ont prouvé que les juments sensibles ont une accumulation accrue de NO au niveau
utérin (Alghamdi et al., 2005 ; Woodward et al., 2013), et une expression endométriale
accrue de I'ARNm de la iINOS (Alghamdi et al., 2005), aprés I’insémination. Ces données

aident a expliquer les mécanismes potentiels du retard de la clairance utérine.
I11. La réponse inflammatoire a la saillie / insémination :

Le systeme immunitaire de la muqueuse de 1’appareil génital comprend deux types :

- L’immunité adaptative qui répond de maniére sélective et progressive a la détection des

antigenes par les lymphocytes T (Lieberman, 2003).

- L’immunité innée, en revanche dicte la réponse a la reproduction (Marth et al., 2018 ;

Nash et al., 2010), qui est spécifique, rapide et transitoire (Muraille and Goriely, 2017).
A. L’immunité innée :

Lors d’une inflammation, lésion tissulaire, et aussi une infection, la réponse
immunitaire innée est principale & D’activation des récepteurs de reconnaissance des
pathogenes (Pathogen Recognition Receptors : PRR) (Kawai, T and Akira, 2010). Qui est
achevée principalement par macrophages, les PMN, et les cellules dentritiques (Kawai,and
Akira, 2010), mais des études ont montré que les cellules épithéliales et stromales de
I’endométre sont aussi impliquées dans la réponse immunitaire innée (Cronin et al., 2012 ;

Davies et al., 2008 ; Herath et al., 2006 ; Marth et al., 2015; Silva et al., 2010).

La réponse inflammatoire de I'utérus au sperme joue un role prépondérant dans
I’élimination de 1’excés des spermatozoides et les autres éléments de 1’¢jaculat tout en
rétablissant la lumiére utérine et la rendant stérile apres la saillie ; qui suite a celle-ci

s’introduisent les différents micro-organismes. Une libération des cytokines pro-
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inflammatoires IL-1B, TNF-a, IL-6 et de la chimiokine IL-8 caractérise la réponse pro-
inflammatoire (Fumuso et al., 2003 ; Palm et al., 2008 ; Woodward et al., 2013b). La
réaction rapide de I’endometre a la stimulation antigénique en libérant des médiateurs
chimiotactiques tels que les PMN, entrainant une migration transépithéliale rapide des PMN

dans la lumiére utérine (Pycock and Allen, 1988).

En réponse au sperme les PMN sont rapidement recrutées dans les 30 minutes a partir
de la circulation systématique et dans la lumiére utérine, avec un pic de concentration apres 4
a 6 heures, la plupart des PMN sont éliminées suite a la résolution de 1I’inflammation dans les
24 & 36 heures (Katila, 1995 ; Troedsson, 1999). Une libération de PGF-2a sera entrainée
suite a D’activation des PMN tout en entrainant une deuxieme vague de contactions

myométriales ce qui facilite la libération physique de 1’utérus (Troedsson et al., 1995).

L’activité bactéricide et phagocytaire des PMN dépend du complément (C3b) et des
IgG (Asbury et al.,, 1984 ; Asbury et al., 1980 ; Troedsson and Thurmond, 1993b ;
Watson et al., 1987 ; Watson et al., 1987), des concentrations réduites sont présentées par les
juments sensibles comparant aux juments résistantes ce qui pourrait refléter une opsonisation

dysfonctionnelle (Troedsson et al., 1993b).

Le rble des cytokines anti-inflammatoires (IL-10, IL-4, IL-13, et I’antagoniste du
récepteur de I’IL-1(IL-1RN)) est de moduler I’inflammation. L'équilibre entre les effets pro-
et anti-inflammatoires est maintenu par I'lL- 1RN, qui entre en compétition avec I'lL- 1 pour
se lier aux récepteurs de I'lL- 1 et empéche la liaison de I'lL- 1a et de 1'[L- 1. La synthése de
IL-10 est tardive dans la réponse inflammatoire agissant comme un effecteur anti-
inflammatoire genéralisé tout en réduisant la transcription des cytokines pro-inflammatoires
par les monocytes et les macrophages. Dans la réponse immunitaire innée Le facteur de
croissance transformant f (TGF- P) et l'interféron y (IFN- y) participent également et jouent
un role dans la modulation de I'inflammation et la régulation de 1’augmentation de de I'iINOS

respectivement (Christoffersen and Troedsson, 2017).

Le plasma seminal a un réle de protection, de nutrition, de véhicule, de transport, et de
régulation de la capacitation des spermatozoides et de la réaction acrosomique, en plus de ce
role ce dernier joue un role trés important dans la modulation de 1’inflammation induite par la
saillie (Robertson, 2007). plasma séminal favorise la liaison entre les spermatozoides non

viables et les PMN, tout en protégeant les spermatozoides viables (Troedsson et al., 2005).
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Ces chercheurs ont prouvé que la CRISP-3 (Cysteine- Rich Secretory Protein-3) qui se trouve
dans le plasma séminal la liaison entre les PMN et les spermatozoides vivants et régule

I’élimination du sperme (Doty et al., 2011).

6 heures apres la saillie a été identifié par des études récentes comme un moment
crucial pour le développement de la PBIE (Woodward et al., 2013b). Chez toutes les
juments résistantes ou sensibles, une hausse de 1’expression des cytokines a été observé dans
les 3 a 6 heures suivant la saillie, sauf que chez les juments résistantes c’est 1’expression des
cytokines modulatrices de I’inflammation (IL-1RN, IL-10, et IL-6) qui augmente 6 heures
aprés I’insémination comparant aux juments sensibles, ce qui insinue un role capital dans la
modulation de I’inflammation suite a la PBIE a ce stade précoce. La réponse cytokinique a
I’endométrite bactérienne est bien différente de celle qui est induite par la saillie. L’expression
génique endométriale des cytokines pro-inflammatoires IL-6 et TNF- o est significativement
plus élevée et immédiate aprés I’inoculation avec E. coli chez les juments résistantes (3
heures) par rapport aux juments sensibles (Christoffersen et al., 2012). Ce qui suggere a
nouveau que la modulation de la réponse inflammatoire atteint son apogée tét pour résoudre
lI'inflammation. Une augmentation prolongée (72h apres le test) de I’expression des IL-10, IL-
8 et IL- IRN, en raison d’une inflammation ou une infection en cours chez les juments

sensibles (Christoffersen et al., 2012).

Derniérement, il a été démontré que les protéines du plasma seminal peuvent moduler
la réponse immunitaire innée a la saillie chez les juments sensibles par une régulation a la
hausse de I'expression génique endométriale d'IL- 8 et d'IL- 1B. La lactoferrine qui est la
protéine du plasma séminal a provoqué une diminution du TNF- a donc une modification de
la réponse pro-inflammatoire chez ces juments sensibles (Fedorka et al., 2016). Chose qui
n’est pas observée chez les juments résistantes (Fedorka et al., 2017). La lactoferrine, ou une
protéine associée a la lactoferrine, joue un role capital dans la réponse inflammatoire utérine
apres la saillie en augmentant la phagocytose des spermatozoides non viables par les PMN
(Troedsson et al., 2014).

B. L’immunité adaptative :

A partir des sécrétions utérines de la jument, plusieurs classes d’immunoglobulines ont
été isolées notamment les igA, igG, et les igM (Asbury et al., 1980 ; Mitchell et al., 1982 ;
Troedsson et al., 1993b ; Widders et al., 1984 ; Williamson et al., 1983).
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Les anticorps qui médient le mécanisme de défense utérine jouent un rdle dans
I’¢limination efficace des agents pathogénes de 1’utérus. Pour assurer 1’efficacité de la réponse
immunitaire face aux pathogeénes, il faut que les cellules présentatrices d’antigénes exposent

les antigenes des pathogénes aux lymphocytes T.

L’endométre de la jument est habité de lymphocytes T (Watson and Dixon, 1993 ;
Watson and Thomson, 1996), avec une prédominance des cellules CD4+ et CD8+ dans le
stratum compactum par rapport au stratum spongiosum (Watson and Thomson, 1996). En
réponse au sperme le nombre des cellules CD4+ et CD8+ augmente (Tunon et al., 2000), et
aux pathogénes (Watson and Thomson, 1996), ce qui suggere le début d’une réponse
immunitaire adaptative a la suite d’une stimulation de la muqueuse endométriale. Aucune
¢tude n’a prouvé ’existence de perturbation ou de déficience immunitaire cellulaire chez les

juments susceptibles a la PBIE.

Dans les conditions in vitro les PMN utérins obtenus chez les juments sensibles
pendant le dioestrus et I'anoestrus auraient une fonctionnalité réduite par rapports aux PMN
obtenus chez les juments résistantes (Cheung et al., 1985 ; Liu et al., 1986 ; Watson et al.,
1987 ; Watson, E. D et al., 1987).

D’autres €tudes ont pu démontrer la pleine fonctionnalité des PMN des juments
sensibles, suggérant une opsonisation dysfonctionnelle due a une diminution des niveaux de
fragments de complément dans le liquide utérin (Asbury and Hansen, 1987 ; Troedsson et
al., 1993a).
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Figure 06 : Apercu de la dynamique des cytokines endomeétriales chez les juments résistantes
et sensibles a I'endométrite, immédiatement avant (0 heure) et 24 heures apreés la mise a la

reproduction (Canisso et al., 2020).
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|. L’échographie transrectale :

Pour I’examen gynécologique de routine de la jument, 1’échographie reste un élément
essentiel. Cette technique a permis de mieux faire la différence ce qui est physiologique de ce
qui est pathologique, et a donné aux cliniciens et aux chercheurs un outil pour examiner
l'utérus et les ovaires de maniére non invasive. A fur et a mesure que les appareils
échographiques deviennent plus sophistiqués et portatifs, nos connaissances continueront a
croitre et a se développer. Il est essentiel de faire un examen rectal en premier, ce qui nous
permet d’¢liminer toutes les matiéres fécales, et nous facilite la localisation de 1’appareil
reproducteur de la jument pendant 1’examen, et fournit des informations sur la texture des

structures (McKinnon et al., 2011).

L’accumulation du liquide utérin durant la période ovulatoire est toujours associée a
une baisse du taux de gestation (McKinnon et al., 1988 ; Pycock and Newcombe, 1996 ;
Barbacini et al., 2003), Les différences entre les juments résistantes et les juments sensibles
peuvent étre identifiées lorsque 'utérus de la jument est évalué 6-12 heures apres la saillie
(Troedsson, 1997 ; Bucca et al., 2008). Cependant, pas toutes les endométrites subcliniques
accumulent du liquide pendant 1'cestrus ou aprés la monte. Certaines peuvent présenter des
schémas d'cedéme anormaux, tels qu'un cedéme excessif avant ou apres la saillie, un cedéme
qui ne s'étend pas a I'ensemble de la paroi utérine (Samper, 2009), Ou peuvent présenter des
lignes hyperéchogénes courtes et épaisses dans I'utérus signifiant soit de I'air, soit de I'exsudat
(LeBlanc and Causey, 2009).

Les juments sensibles a la PBIE peuvent avoir des antécédents d'accumulation de
liquide intra-utérin avant et aprées la saillie (figure 8), des pertes embryonnaires récurrentes,
un retour précoce a l'cestrus, un échec de la gestation malgré une bonne gestion de I'élevage,

et la présence d'écoulements vulvaires (Canisso et al., 2020).
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Figure 07 : Images échographiques en coupe des cornes utérines chez la jument :

(A) Image de l'utérus équin sans cedéme endométrial ou accumulation de liquide intraluminal,
typiquement observés chez les juments pendant le dicestrus.

(B) la corne utérine d'une jument en cestrus, caractérisée par la présence d'un cedéme dans les
vaisseaux lymphatiques qui entourent la sous-muqueuse de I'endomeétre donnant I'aspect de
"tranche d'orange”,

(C) (Edéme exacerbé de I'endometre avec extravasation et accumulation de liquide
intraluminal (*) chez une jument atteinte d'endométrite.

(D) accumulation étendue de liquide intraluminal hyperéchogene (**) chez une jument

atteinte d'endomeétrite. Barres d'échelle 10 mm (A-D) (Canisso et al., 2020).
Il. La cytologie endométriale :

La cytologie est le domaine qui utilise le plus petit échantillon de tissu possible pour le

diagnostic, en réduisant autant que possible les critéres au niveau cellulaire (Fischer, 2014).

La cytologie utérine est sollicitée lors d’un examen de routine de la santé reproductive,
de la saillie, ou en cas d’infertilité. L’évaluation de I’endomeétre est pour détecter les signes
d’infection a la cytologie, tandis que 1’histologie est nécessaire pour la classification qui

contient les changements dégenératifs comme la fibrose (Sharkey et al., 2020).

Il y’a plusieurs techniques de cytologie pour 1’évaluation de 1’endométre qui
comprennent des frottis de biopsie endométriale, le brossage, les écouvillons, et le lavage
trans-cervical utérin. Le choix de la technique dépend éventuellement de I’espéce, des
circonstances, ainsi que le milieu clinique ou le terrain. Par exemple, chez les bovins il est
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preférable de faire le lavage utérin, alors que chez les chevaux, chiens, et chats les écouvillons
sont plus courants. Par contre chez les camélidés toutes les techniques sont validées, bien que
le lavage utérin soit plus préféré (Tibary, and Anouassi, 2001). L'aspiration est généralement
limitée a I'évaluation des tumeurs utérines présumées. L’échantillonnage chez les femelles

gestantes est évité.

Le lavage utérin représente encore mieux les conditions utérines permettant d’obtenir
de grands nids endométriaux coheésifs car une plus grande surface est échantillonnée
(Groppetti et al., 2010 ; Katila, 2016). Comparant a la cytobrosse ou a I’écouvillonnage, qui
nécessitent plus de temps et d’effort pour effectuer un échantillon cytologique, ainsi que
I’aspiration pendant le lavage peut entrainer un effondrement de I’utérus et une diminution de

la cellularité (Groppetti et al., 2010 ; Ferris, 2016).

Sur le terrain, les écouvillons sont plus faciles a utiliser mais peuvent engendrer une
distorsion cellulaire plus importante que le brossage (Ferris, 2016 ; Bohn et al., 2014). Il faut
toujours réaliser une échographie transrectale ou trans-abdominale d’abord quelle que soit la
technique de prélévement dont le but de détecter le liquide intra-utérin qui a été associé a la
présence de bactéries pathogenes et de cellules inflammatoires (Sharkey et al., 2020).
L’échographie permet y compris une évaluation de 1’épaisseur endométriale, la fibrose et les
kystes utérins.

La zone périnéale doit étre strictement nettoyée avec utilisation d’un matériel stérile

pour prévenir les infections et garantir une culture précise (Tibary and Anouassi, 2001).

Pour diminuer la contamination par les lubrifiants et maintenir la stérilité il est
recommandé d’utiliser des écouvillons et des brosses a double protection (Katila, 2016 ;
Melcher et al., 2014). Suite a I’introduction de la brosse ou de I’écouvillon dans 1’utérus,
I’extrémité de 1'un des deux est poussée vers I’avant et ensuite roulée contre les parois
utérines pendant environ 15 jusqu’a 60 secondes avant d’étre rétractée dans la double gaine de
protection (Ferris, 2016; Ball et al., 1988 ; Walter et al., 2012 ; Card, 2005). Pour éviter
que I’échantillon ne soit contaminé par le gel ultrasonore, les lames doivent étre déja
préparées avec des mains dégantées et propres ou bien confiées a un technicien pour la
préparation. L utilisation de lames stériles est conseillée pour que les écouvillons puissent étre
mis dans des milieux de transport pour la culture aprés la préparation de 1’échantillon
cytologique. Les écouvillons et les échantillons de cytobrosse doivent étre délicatement roulés
sur les lames sans se chevaucher (Sharkey et al., 2020).
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Figure 08 : Brosse cytologique « cytobrosse » (Walton et al., 2021).

Les lames sont colorées a l'aide des colorations traditionnelles de Wright-Giemsa ou
de colorations rapides comme DiffQuik® (Katila, 2016 ; Pascottini et al., 2015).

Il n'y a pas de consensus sur l'approche a adopter pour I'évaluation des lames. Les
deux méthodes de base pour évaluer I'inflammation consistent a comparer 100, 200 ou 300
cellules nucléées a un grossissement de 400 (objectif 40) ou a évaluer toutes les cellules
nucléées dans 10 champs a un grossissement de 1000 (Katila, 2016 ; de Agustin et al., 1999;
Masmiquel et al., 1993).

Lors de I’évaluation de la cytologie endométriale, le nombre de cellules récupérées
doit étre suffisant, cela indique que I’échantillon est de qualité diagnostique. Une nouvelle
lame peut étre réalisée si le nombre de cellules est faible. Au cas de persistance du probléme,
un nouvel échantillon doit étre préleve. De méme, la présence d'agrégats cellulaires, de
matiéres étrangeres (mucus) ou de matériaux (matieres fécales, cheveux, fibres de coton).
Enfin la qualité de la coloration doit étre prise en considération. Lorsque la coloration est trop
faible, la préparation d’un nouveau frottis ainsi que sa coloration sont faites. L’approche de la
cytologie est généralement a 100x (objectif 10x x oculaire 10x). Si I’échantillon est de qualité
diagnostique, une évaluation de la lame dans un champ a haute puissance (400%) aura lieu.
Ensuite, I'échantillon cytologique coloré est examiné pour la présence et 1’apparence des
différentes associations cellulaires, qui sont généralement des cellules épithéliales utérines
(cellules endométriales), des cellules inflammatoires (neutrophiles, macrophages,
éosinophiles, lymphocytes), des globules rouges (GR), des bactéries, des levures ou des
organismes fongiques, et des débris (Walton et al., 2021).
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A. Les cellules épitheliales utérines :

L’observation de ce type de cellules est le plus souvent lors de ’examen des frottis
normaux de cytologie endométriale. Pendant que la jument est en cycle ou non, la forme de
ces cellules varie de cellules épithéliales colonnaires chez la jument cyclique (figure 02 et 03)

a des cellules cuboidales lorsque cette derniére est en ancestrus (Roszel and Freeman,19 88).

Pendant que la jument est en cyclicité, les cellules obtenues dans la cytologie
endometriale ont un noyau uniformément colore, situé dans la partie basale du cytoplasme,
tandis que lors d’ancestrus les noyaux sont hypochromatiques. D'autres changements normaux
associés a la cyclicité comprennent Il'apparition de petites vacuoles dans le cytoplasme
(Roszel and Freeman, 1988 ; Slusher et al., 1985). Généralement, les cellules épithéliales
utérines ne sont pas ciliées, mais ceci n’empéche pas de trouver des cellules avec des cils chez

les juments normales (Figure 11) (Walton et al., 2021).
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Figure 09 : Cellules épithéliales utérines normales (cellules endométriales). Diff-Quik,
grossissement original 100x (Walton et al., 2021).
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Figure 10 : Cellules endomeétriales provenant du méme échantillon cytologique de la figure

09. Formation de petites vacuoles dans le cytoplasme, ce qui est normal chez les juments
cycliques. (Diff-Quik, grossissement original 1000x) (Walton et al., 2021).
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Figure 11: Cellules épithéliales utérines qui possédent au centre des cils. Echantillon obtenu

par cytobrosse endométriale. Diff-Quik, grossissement original 1000x (Walton et al., 2021).

B.Les cellules inflammatoires (Neutrophiles, Macrophages, Eosinophiles, Lymphocytes) :

Les neutrophiles Sont les cellules inflammatoires prédominantes qu’on peut retrouver
chez les juments atteintes d’endométrites. Elles ont un diametre de 10 a 12 pm avec un seul
noyau qui peut étre divisé en 3 a 5 segments. Chez les juments saines le nombre de
neutrophiles doit étre faible, voire nul. Cependant le nombre de ces derniers peut augmenter
considérablement apres la saillie, en raison de la réaction inflammatoire physiologique de
I’utérus au sperme (Card, 2005 ; Troedsson et al., 2005). Lors d’une réponse inflammatoire

active, il est fréquent d'observer une hyperpigmentation nucléaire et une pyknose. En cas
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d’endométrite d’origine bactérienne il est aussi fréquent d'observer des neutrophiles dégénérés
(cytoplasme vacuolisé et noyau hypersegmente) avec des bactéries phagocytées (Figure 12).
D’autres types cellulaires sont observés chez les juments, par contre moins que les
neutrophiles, sauf en cas d’atteinte chronique de la lumicre utérine (endométrite chronique).
Les lymphocytes sont de petites cellules (7-8 pm de diametre), avec des noyaux sombres et
pratiquement pas de cytoplasme. Les macrophages sont typiquement de grande taille (20 um
de diameétre), avec un cytoplasme abondant, légérement bleu, et un grand noyau sombre
(Figure 13). Les vacuoles dans le cytoplasme, ainsi que des bactéries phagocytées sont
fréquemment observées. Ces deux types cellulaires peuvent étre observés durant la période du
post-partum précoce, en particulier les lymphocytes, alors que les macrophages sont aussi
observés dans la phase de résolution de I'endométrite, ou lors de la transition printaniere ou
automnale et de et I'ancestrus hivernal (Cowell and Tyler, 2001 ; Roszel and Freeman,
1988). Les éosinophiles sont plus grands que les neutrophiles mais plus petits que les
macrophages (12-15 um de diamétre). Ces cellules sont caractérisées par un noyau lobulé
coloré en bleu et de grandes vacuoles intracytoplasmiques rondes qui se colorent
généralement en rose-rouge (Figure 07). Ce type de cellule est le plus souvent observé chez
les juments souffrantes d'infections chroniques a levures, de pneumovagin, ou un reflux
vésicovaginal (Dascanio et al.,1997 ; Zentet al., 1998 ; Slusher et al., 1984).
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Figure 12 : Un neutrophile degénére est observé phagocytant des bactéries (fleche) dans une
cytologie endométriale d'une d jument atteinte d'une endométrite infectieuse due a
Streptococcus zooepidemicus. D'autres neutrophiles peuvent également étre appréciés sur
cette image. Diff-Quik, grossissement original 1000x (Walton et al., 2021).
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Figure 13 : Neutrophiles et macrophages (fleche) présents chez une jument atteinte
d’endométrite chronique due a un retard de clairance utérine due a une incompétence du col

de ’utérus. Diff-Quik, grossissement original 200x (Walton et al., 2021).

Figure 14 : Présence d'éosinophiles dans la cytologie endométriale d'une jument pouvant
résulter d'une mauvaise d'une mauvaise conformation périnéale, d'un pneumovagin ou d'une

accumulation d'urine dans le vagin (Walton et al., 2021).

e Méthode d’évaluation des cellules de I’inflammation :

Bien que sur la fagon de classer le degré d’inflammation a partir des résultats de la
cytologie, il n’y ait pas de consensus, car la majorité des praticiens utilisent un systeme de
classification ou le nombre des globules blancs (plus précisément les neutrophiles) est compté
dans un champ de puissance de (400%). C’est une analyse qui est effectuée dans au moins 10

champs. Il est indiqué que pour confirmer que I’échantillon est de haute qualité, chaque
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champ contienne de nombreuses cellules épithéliales utérines. En utilisant ce systeme,
Iinflammation peut étre classée comme normale (0-2 neutrophiles/hpf), modérée (3-5
neutrophiles/hpf) ou sévére (>5 neutrophiles/hpf). D’autres incluent également une catégorie
entre l'inflammation normale et l'inflammation modérée : inflammation légére (1-2
neutrophiles/hpf) (Ferris et al., 2015). 11 y’a aussi des études qui ont utilisé des valeurs seuils
plus élevées pour classer le degré d'inflammation de I'endometre : normale (O neutrophile),
legere (1-10 neutrophiles/10 hpf), modérée (>10 neutrophiles/10 hpf) ou forte (gros amas de
neutrophiles (Reilas and Katila, 2002). Lorsque la cytologie endométriale est obtenue par
écouvillonnage, ces deux systemes sont couramment utilisés (Walton et al., 2021).

C. Les globules rouges :

Les globules rouges sont d’une paleur centrale et petits (6 pm de diamétre). Chez les
juments normales le nombre présent est généralement faible (<4/ hpf). Cependant chez les
juments en post-partum (en conjonction avec des sidérophages), ou qui ont récemment subi
une une biopsie de I'endometre ou un autre type de traumatisme de I'endometre, des nombres
de GR peuvent étre trouvés. Ces cellules sont faiblement colorées, gris clair a rose, et peuvent
apparaitre comme des cellules "fantdbmes dispersées parmi les autres dans la lame de

microscope (Cowell and Tyler, 2001).
D. Bactéries, levures ou organismes fongiques :

Nous pouvons observer les bactéries « coques, batdnnets » dans les frottis colorés avec
Diff-Quik en ajoutant I’huile d’immersion et grossissement (1000x). L’observation des
bactéries phagocytées par les globules blancs aidera a différencier une endométrite infectieuse
active d'une contamination de I'échantillon (Ferris et al., 2015). Les espéces bactériennes les
plus fréquemment associées a I'endométrite infectieuse chez la jument sont S. zooepidemicus,
S. zooepidemicus, E. coli, P. aeruginosa et K. pneumoniae. La premiére est un coccus gram-
positif (environ 1 um de diamétre) qui forme des chaines de différentes longueurs, tandis que
les autres sont des batonnets gram-négatifs (3-6 um). Il est impératif que les cliniciens sachent
que la couleur acquise par les bactéries apres coloration au Wright modifié ou au Diff-Quik

n’est pas similaire a celle obtenue par coloration de Gram (Walton et al., 2021).

Les levures ont une taille typique de 5 a 8 um avec un "halo" clair particulier autour de
I'organisme, tandis que les organismes fongiques quant a eux, se présentent géneralement sous

la forme de longues chaines ramifiées reliées entre elles, connues sous le nom d'hyphes
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ramifiés. Les organismes fongiques et les levures les plus fréqguemment observés dans les cas
d’endométrite chez les juments sont Candida albicans et Aspergillus fumigatus (Dascanio et
al., 2001). Dans de nombreux cas, l'observation d'organismes fongiques lors de I'examen
cytologique de I'endometre peut étre la seule preuve d'une endométrite fongique, car ces
organismes nécessitent des conditions de culture tres spécifiques. (Walton et al., 2021).

I11. La microbiologie :

La cause de I’endométrite peut étre d’origine infectieuse comme elle peut ne pas
I’étre, mais cliniquement, ces deux derniéres sont souvent associées 1’'une a 1’autre. Comme
leurs signes cliniques peuvent étre impossibles a distinguer, sauf que I’endométrite infectieuse
implique bien évidemment un ou plusieurs micro-organisme(s). Malheureusement, les études
comparant les deux types d’endométrites chez les juments n’existent pas vraiment (Canisso et
al.,2020).

Il faut noter que les jJuments présentant une anatomie reproductive défectueuse (par ex.
une mauvaise conformation vulvaire, un sphincter vestibulovaginal déchiré, sacculation
ventrale de 1’utérus, une altération de la contractilité utérine, une incompétence du col de
I’utérus, ou méme une atrophie des plis endométriaux) sont plus susceptibles d’aspirer I’air ou
d’accumuler du liquide ou de 'urine dans le vagin ainsi que 1’utérus, tout en prédisposant la
jument a des risques induisant une endométrite infectieuse ou non (Canisso et al., 2016 ;
Trotter and McKinnon, 1988).

Les endométrites d’origine infectieuses jouent un role prépondérant dans la subfertilité
équine. (Canisso et al., 2020). Pendant la saillie, les micro-organismes y compris des
bactéries et des champignons pathogenes ou opportunistes, peuvent avoir acces a l'utérus.
Lorsque la jument est résistante, elle va réagir rapidement a la présence de micro-organismes,
ce qui n’est pas le cas lors d’une réponse immunitaire inadéquate et un drainage insuffisant du
liquide utérin (par exemple, en raison d'un utérus pendulaire, d'un col serré ou d'une
contractilitt myométriale altérée), ces facteurs sont la raison d’entrainer une infection
(LeBlanc and Causey, 2009 ; Overbeck et al., 2011). Dans les cas cliniques, les bactéries les
plus liées a I'endométrite sont les espéces de Streptococcus, suivies des coliformes, de
Pseudomonas aeruginosa et de Staphylococcus aureus (Canisso et al., 2016 ; LeBlanc et al.,
2009 ; Walter et al., 2012 ; LeBlanc et al., 2007 ; Beltaire et al., 2012) (Tableau 01). Parmi
eux, Streptococcus equi sous-espéce zooepidemicus (Streptococcus zooepidemicus) et
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Escherichia coli prédominent en tant que causes d'endométrite aigué et chronique (Frontoso
et al., 2008 ; Albihn et al., 2003).

Il convient de noter que Streptococcus zooepidemicus est egalement a l'origine
d'infections dormantes et profondément enracinées dans I'endometre des juments, ce qui les

rend résistantes aux traitements traditionnels (Petersen et al., 2015).

Les champignons sont moins souvent associés a I'endométrite (1-5%) et peuvent étre
présents seuls ou en association avec des bactéries (Dascanio et al., 2001). Aspergillus et
Candida sont les genres les plus courants, mais d'autres espéces (par exemple, Mucor sp.) sont
également identifiées, mais rares. Il faut noter que I'endométrite fongique se présente
généralement comme une infection opportuniste, cette derniére a été identifiée apres usage

répété d'antimicrobiens intra-utérins (Canisso et al., 2020).

Tableau 01 : Bactéries et champignons communs isolés dans les utérus de juments souffrant

d'endométrite. G+ : Gram positif ; G- : Gram négatif (Canisso et al., 2020).

Microorganismes

Familles

Caractéristiques

Streptococcus zooepidemicus

Lactobacilles

G+, agent opportuniste, potentiellement vénérien

o Enterobacteriaceae |G-, opportuniste, anaérobie facultatif
Escherichia coli

B

. Pseudomonadaceae |G +, potentiellement vénérien, aérobie
Pseudomonas aeruginosa a
c

. . Enterobacteriaceae |G-, agent opportuniste, anaérobie facultatif, potentiellement vénérien

Klebsiella pneumoniae t
e

Bacille G+, opportuniste, anaérobie facultatif
Staphylococcus spp r
i
- Burkholderiaceae |G-, vénérienne, microaérophile, provoque une endométrite purulente sévére e

Taylorella equigenitalis

S

Enterobacter cloacae Enterobacteriaceae |G-, opportuniste, anaérobie facultatif

Proteus spp Enterobacteriaceae |G-, opportuniste, anaérobie
Saccharomycetales |Levures, 58-69% des endométrites fongiques C
h
Candida spp.
a
m
Eurotiales | Moisissure avec hyphes septés, 25-26% des endométrites fongiques p
Aspergillus spp. !

g
Mucorales | Moisissure avec hyphes aseptisées, 5-12% des endométrites fongiques o
Mucor spp. n
S
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Méme si I'utilisation des agents antimicrobiens est nécessaire lors de traitement de
I’endométrite d’origine infectieuse chez les juments, ces médicaments sont utilisés sans
indication médicale claire, comme aprés la saillie, I’infusion intra-utérine d’antibiotique (Zent

et al., 1998).

L'utilisation irrationnelle des antimicrobiens a conduit au développement rapide de la
résistance a ces derniers. Par contre, l'identification correcte des microorganisme(s), en plus
de la sensibilité aux antimicrobiens, est primordiale pour traiter I'endomeétrite et prévenir le
développement de la résistance a ces médicaments (Canisso et al., 2020). Pour traiter
I’endométrite, les antibiotiques les plus couramment utilisés sont les B-lactamines (par
exemple, le ceftiofur, I'ampicilline, la pénicilline), et les aminoglycosides (par exemple, la
gentamicine et I'amikacine) (Dascanio et al., 2011). Les deux isolats les plus fréquents chez
les juments souffrant d'endométrite « Streptococcus zooepidemicus » et « Escherichia coli »

ont été étaient trés résistants aux antimicrobiens courants (Benko et al., 2015).
V. Le dosage de la progestérone :

Des études récentes ont résumé I'état actuel des connaissances des multiples
mécanismes par lesquels la PBIE peut nuire a la fertilité (Woodward & Troedsson, 2013 ;
Christoffersen & Troedsson, 2017). Cependant, on sait peu de choses sur le réle du flux
sanguin génital dans le contexte de la PBIE. Un apport sanguin adéquat a l'appareil
reproducteur est essentiel pour la signalisation hormonale, la contractilité utérine, les
interactions feeto-endometriales et la placentation (LeBlanc & Causey, 2009) En particulier,
un flux sanguin utérin suffisant a été associé a une fertilité accrue chez les juments, alors
qu'une perfusion reduite due a I'élastose et la dégénerescence des vaisseaux sanguins utérins
compromettent la contractilité utérine chez les juments agées, pluripares et subfertiles
(Esteller-Vico et al., 2012 ; Esteller-Vico et al., 2015).

Il est de plus en plus évident que l'inflammation utérine altere également le
fonctionnement des ovaires. Par exemple, la concentration sanguine de progestérone (P4), qui
refléte la fonction du corps jaune, était réduite chez les juments souffrant d'une inflammation
utérine (Luttgenau et al., 2021). La fonction du corps jaune peut eégalement étre évaluée en
mesurant le flux sanguin lutéal, car il existe une forte corrélation entre le flux sanguin luteéal et

les concentrations plasmatiques de P4 chez les chevaux (Bollwein et al., 2002)
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V.L’hématologie et la biochimie sanguine :

L’analyse hématologique chez les équins est d’une aide importante pour le diagnostic
clinique des maladies systémiques, infectieuses et méme de certaines maladies parasitaires.
Elle peut également fournir des informations significatives sur la réponse au traitement, la
gravité et les effets systémiques d'une maladie, ainsi que sur I'état métabolique d'un animal ou
d'un troupeau (Ricketts, 1987 ; Lassen & Swardson, 1995 ; Messer, 1995).

Malgre l'utilisation répandue de I'nématologie en médecine équine, l'interprétation
peut s'avérer difficile dans certains cas, car elle peut étre influencée par un grand nombre de
facteurs. Les parametres hématologiques peuvent varier en fonction de la race, du sexe, de
I'dge, I'état reproducteur, la condition physique et les niveaux d'entrainement, l'exercice,
I'alimentation, les variations circadiennes, la procédure de manipulation des animaux pendant

la prise de sang, le degré d'excitation et I'état de santé (Meliani et al., 2014).

Le cheval est unique par rapport a la plupart des autres especes de mammiferes, car sa
rate est un organe tres volumineux, qui stocke jusqu'a un tiers des globules rouges, et cette
réserve peut étre mobilisée par l'exercice, le stress ou méme I'excitation (Lassen &
Swardson, 1995 ; Satue et al., 2009 ; Persson, 1967 ; Schalm et al., 1975).

Tableau 02 : Les valeurs hématologiques usuelles chez le cheval (Jain, 1986).

Parametres | Unité Intgry el
référence
Leucocytes /mm3 5400-14300
Hématies X 10%/L 6.8-12.9
Hb g/dl 11419
Ht % 32-52
VGM fl 37-58
CCMH g/dl 31-38.6
TCMH pg 12.3-19.9
Plaquettes x103/mm3 100-350
Neutrophiles /mm3 2260-8580
Eosinophiles /mm3 0-1000
Basophiles /mm3 0-290
Lymphocytes /mm3 1500-7700
Monocytes /mm3 0-1000
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Les dosages des protéines totales peuvent étre effectues sur le sérum ou le plasma. La
méthode employée pour mesurer la quantité totale de protéines en solution varie en fonction
de la quantité de protéines dissoutes et est donc choisie en fonction du liquide biologique
étudié. La technologie utilisée pour mesurer les protéines totales peut étre basée sur des
mesures chimiques ou physiques. Dans le laboratoire de diagnostic, les méthodologies
chimiques sont utilisées car elles s'adaptent facilement a des analyses automatisées. D'autre
part, la détermination des protéines totales, par exemple dans un cabinet vétérinaire, peut étre
réalisée a l'aide de la réfractométrie, qui dépend des propriétés physiques des protéines en
solution (Eckersall, 2008).

Tableau 03 : la valeur des protéines totales plasmatiques chez le cheval (Fonteque et al.,

2015).
Parametres Unité Int,er,valle de
référence
Proteines totales plasmatiques g/L 54-82

V1. La biopsie utérine :

L’utilisation de la biopsie est indiquée aussi pour le diagnostic de 'endométrite, ainsi
pour indiquer la capacité supposée des juments a porter un poulain a terme (Canisso et al.,
2020). Kenney et Doig ont mis au point un systeme de classification dans lequel I'endométre
est évalué en fonction de la distribution glandulaire, des cellules inflammatoires, des lacunes

lymphatiques et de la fibrose, puis classé sur une échelle de 1 a 11l (Kenney & Doig 1986).

Figure 15 : Echantillons de biopsie de I'endométre colorés au H&E (grossissement x20, insert
x40) : (A) Une jument avec une endométrite aigué et persistante induite par la saillie,

caractérisée par un infiltrat neutrophile massif dans le stratum compactum et le spongiosum.
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- Les fleches noires indiquent les neutrophiles présentant une endométrite chronique
persistante induite par la saillie, caractérisée par des infiltrats lymphocytaires importants dans
le stratum compact de I'endometre

- Les fléches blanches indiquent les lymphocytes. Echelle barres de 10 pm (A et B) ; et 20 pm
(Aet B). (Canisso et al., 2020).

Tableau 04 : Les scores de la biopsie endométriale de la jument attribués par Kinney et Doig
(Van Camp, 1988).

Catégorie Description

Aucune anomalie n'a été constatée ou seules des modifications légeéres et
dispersées ont été observées, Les juments de cette catégorie ont des chances
normales de porter un poulain a terme. Un endomeétre hypoplasique ou atrophié
disqualifie une jument de la catégorie I.

Les changements qualifiables sont :

(1) une infiltration cellulaire légére a modérée et diffuse de la couche compacte
du stratum compactum.

(2) foyers inflammatoires épars et fréquents dans le stratum compactum ou le
stratum spongiosum.

IIA (3) changements fibrotiques fréquents et dispersés associés a des branches
glandulaires individuelles, quel que soit leur degré de gravité.

(4) moins de deux nids glandulaires fibrotiques par champ linéaire de 5,5 mm
dans quatre champs ou plus.

(5) lacunes lymphatiques palpables, ou (6) atrophie partielle de I'endometre a la
fin de la saison de reproduction physiologique.

Les lésions qui permettent a une jument d'étre classée dans la catégorie 1B
sont :
(1) Des foyers d'inflammation étendus, diffus et modérément séveres.

IIB (2) Fibrose étendue et uniformément répartie des branches glandulaires
individuelles, ou

(3) Une moyenne de deux a quatre nids fibrotiques par champ linéaire de 5,5
mm dans quatre champs ou plus.

Les endométries de catégorie 3 sont celles dont le pronostic est le plus sombre.
elles présentent des modifications séveres ou irréversibles de l'utérus. Si l'utérus
présente

(1) Une fibrose périglandulaire étendue, quel qu'en soit le degré de gravité, telle
Il qu’une une moyenne de cinq nids ou plus par 5,5 mm dans quatre champs
linéaires ou plus a été observée.

(2) une inflammation grave et étendue.

(3) des lacunes lymphatiques palpables, ou

(4) un endométre hypoplasique, la biopsie est classée dans la catégorie IlI.

Comme ces aspects de la dégénérescence endométriale sont associés a une
prédisposition a I’endométrite, la prédiction de la fertilité¢ de la jument nécessite un score de
biopsie qui doit étre combiné a une histoire clinique de cette derniére (Kenney, 1975 ;
Ricketts & Alonso, 1991).

30



Chapitre VI Les difféerents moyens de traitement de la PBIE

Le traitement traditionnel des endométrites est basé sur le lavage utérin, les
ecboliques, les anti-inflammatoires, et les anti-microbiens (Canisso & da Silva, 2016). La
Résistance aux anti-microbiens est croissante, conduisant au développement de thérapies

alternatives pour les juments souffrant d'endométrite chronique (Scoggin, 2016).
I. Les agents ecboliques :

Les ecboliques sont une classe pharmacologique de médicaments utilisés pour
stimuler les contractions utérines afin d'éliminer I'accumulation de liquide intra-utérin via le

col de l'utérus et le drainage lymphatique (Canisso et al., 2020).

1. L'ocytocine, I'ecbolique le plus couramment utilisé, est généralement administré a tout
moment avant la saillie (sauf jusqu'a une heure avant la saillie), puis entre 4 heures apres la
saillie et 72 heures aprées I'ovulation. On pense que le transport des spermatozoides vers les
trompes utérines est terminé 4 heures apres la saillie ; il s'agit donc de la période la plus courte
pendant laquelle les juments peuvent recevoir un ecboliqgue ou un lavage utérin sans

compromettre les taux de gestation (Brinsko et al., 1991).

Aprés l'ovulation, le col de l'utérus se referme, empéchant I'élimination du liquide
utérin par le col de l'utérus (Troedsson, 1997). Cependant, des quantités minimes de liquide
peuvent encore étre éliminées par les vaisseaux lymphatiques présents dans l'utérus. De
faibles doses d'ocytocine (10-20 unités) induisent des contractions utérines rapides et de
courte durée, alors que des doses plus élevées (par exemple 40 unités) entrainent des
contractions tétaniques et moins efficaces (Rasch et al., 1996 ; Cadario et al., 1999 ; Madill
et al., 2002 ; Campbell and England, 2002). Les effets de I'ocytocine exogene devraient
durer environ 45 minutes, ce qui nécessite des doses répétées (Troedsson et al. ; 1995).

2. Le cloprosténol, un analogue du PGF2a, est un autre ecbolique utilisé en pratique clinique
pour traiter I'accumulation de liquide intra-utérin chez les juments (Scoggin, 2016). Ce
médicament induit une activitt myometriale plus longue (5 heures) que I'ocytocine
(Brendemuehl & Diplomate, 2001 ; Leblanc, 2003). Favorisant le nettoyage de l'utérus et le
drainage lymphatique chez les juments ayant un utérus pendulaire (Leblanc, 2003).
Cependant, les signes de coliques (p. ex. coups de sabot, contractions abdominales,
transpiration, tachypnée) qui suivent I'administration de PGF2a sont des caractéristiques
indésirables (Irvine et al., 2002). En outre, I'administration de PGF2a a partir de 18-24

heures aprés I'ovulation peut compromettre la formation et la fonction du corps jaune,
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entrainant ainsi des concentrations systémiques sous-optimales de progestérone et une

diminution des taux de gestation (Brendemuehl & Diplomate, 2001 ; Nie et al., 2002).

3. Le carbétocine, un analogue de l'ocytocine, est un autre médicament ecbolique utilisé
pour favoriser des contractions utérines plus douces et plus longues que l'ocytocine
(Schramme et al., 2008 ; Steckler et al., 2012). La carbétocine est un octapeptide cyclique
dont le groupe amino est remplacé par un atome d'hydrogeéne, la liaison disulfure est modifiée
par une liaison thioéther et le groupe hydroxyle de la tyrosine est remplacé par un groupe
méthoxyle, ce qui permet d'éviter une métabolisation précoce apres I'administration
(Schramme et al., 2008). La demi-vie de la carbétocine est 2,5 fois plus longue (17 minutes)
que celle de I'ocytocine (6 minutes) (Schramme et al., 2008 ; Steckler, D., Naidoo et al.,
2012).

Il. Le lavage utérin :

Le lavage utérin est recommandé chez les juments présentant une accumulation
excessive de liquide intra-utérin (par exemple, >2cm de profondeur) et une échogénicité
élevée a I'échographie (Brinsko et al., 2003). Les solutions cristalloides telles que la Solution
de Ringer Lactate (LRS) et le sérum physiologique a 0,9 % sont le plus souvent utilisés pour
le lavage de l'utérus des juments (Vanderwall & Woods, 2003). Le choix du moment
approprié pour le lavage est considéré comme plus important que le choix du liquide de
lavage (Morris et al., 2020). Le volume et la fréquence dépendent de la gravité de

I'endomeétrite, et s'appuie généralement sur 2 a 4 L une ou deux fois par jour (Scoggin, 2016).

Comme l'ont montré des études que certaines bactéries, comme Escherichia coli,
peuvent utiliser le lactate (présent dans le LRS) (Canisso et al., 2020). Ni le lavage utérin
effectué immédiatement avant l'insémination (Vanderwall & Woods, 2003), ou 4 heures
apres n'a été préjudiciable a la fertilité, tandis que le lavage a 0,5 ou 2 h aprés l'insémination a
diminué le taux de conception (Brinsko et al., 1990). Il peut étre effectué a tout moment
avant ou a partir de quatre heures apres la saillie. Quatre heures apres cette derniére sont
reconnues comme le temps minimal nécessaire pour que les spermatozoides atteignent les
trompes utérines, sans interférer avec la fertilité (Brinsko et al., 1991 ; Brinsko et al., 1990 ;
Fiala et al., 2007).

Le lavage utérin permet d'éliminer physiquement les micro-organismes, les débris, les

cellules et médiateurs inflammatoires et les spermatozoides morts de la lumiére, ce qui peut
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étre préjudiciable pour les spermatozoides avant la saillie, ou pour I'embryon apres (Brinsko
et al., 2003 ; Vanderwall & Woods, 2003 ; Knutti et al., 2000). En outre, en cas d'état
inflammatoire stagnant, le lavage de l'utérus peut réintroduire des neutrophiles viables pour

rétablir une dégradation active des microbes (Canisso et al., 2020).
I11. L utilisation des antibiotiques :

Si les antimicrobiens sont nécessaires pour traiter I'endométrite infectieuse chez les
juments, ces médicaments sont aussi souvent utilisés sans indication médicale claire, comme
par exemple l'infusion intra-utérine d'une dose d’un seul antibiotique suivant la saillie (Zent
et al., 1998). L'utilisation irrationnelle des antimicrobiens a conduit au développement rapide
de la résistance a ces médicaments. Par conséquent, l'identification correcte du/des micro-
organisme(s), en plus de la sensibilité aux antimicrobiens, est primordiale pour traiter

I'endométrite et prévenir le développement de la résistance avec succes (Canisso et al., 2020).

Etant donné que les isolats bactériens les plus courants dans le tractus génital de la
jument sont Streptococcus spp, Escherichia coli, Klebsiella sp, Pseudomonas sp et
Staphylococcus sp (Canisso et al., 2016 ; LeBlanc and Causey, 2009 ; LeBlanc & Causey,
2009 ; Walter et al., 2012 ; LeBlanc et al., 2007; Beltaire et al., 2012). Les antimicrobiens
les plus couramment utilisés pour traiter 1'endométrite sont les B-lactamines (par exemple, le
ceftiofur, I'ampicilline, la pénicilline) et les aminoglycosides (par exemple, la gentamicine et
I'amikacine) (Dascanio, 2011). Il est intéressant de noter que Streptococcus zooepidemicus et
Escherichia coli, les deux isolats les plus fréquents chez les juments souffrant d'endométrite,
ont été etaient trés résistants aux antimicrobiens courants (Benko et al., 2015). L'un des défis
dans le developpement d'une stratégie de traitement est que lidentification de Il'agent
infectieux n'est pas toujours cohérente avec la preuve cytologique de l'inflammation (Davis et
al., 2013). En effet, seulement 62% des infections a S. zooepidemicus et 43% des infections a

E. coli presentent des signes cytologiques d'inflammation (Morris et al., 2020).

Les antimicrobiens utilisés pour le traitement de I'endométrite peuvent étre administrés
par perfusion intra-utérine ou par voie systémique. Il convient de noter que tous les
antimicrobiens systémiques ne peuvent pas étre administrés dans l'utérus sans certains
ajustements. C'est le cas par exemple des fluoroquinolones telles que I'enrofloxacine. La
formulation systémique de I'enrofloxacine ne peut pas étre utilisée dans l'utérus, car le

véhicule provogue une nécrose de I'endométre (Rodriguez et al.,2012). Cependant, si elle est
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préparée avec un vehicule différent, I'enrofloxacine peut étre administrée en toute sécurité
dans l'utérus (Schnobrich et al., 2015). En outre, les aminoglycosides (par exemple, la
gentamicine et I'amikacine) doivent étre tamponnés avec du bicarbonate de sodium pour

contrebalancer leur pH acide de 4 (Canisso et al., 2016 ; LeBlanc, 2009).

La perfusion d'antimicrobiens incompatibles dans I'utérus peut précipiter et laisser des
résidus dans l'utérus, ce qui pourrait perturber les interactions entre I'embryon et I'endometre
(Canisso et al., 2020).

Historiqguement, le traitement antibiotique intra-utérin a été préféré plutét qu'une
approche systémique par voie parentérale (LeBlanc, 2009). En partie en raison du risque
faible d'effets secondaires d'un traitement antibiotique sur la flore intestinale du cheval
(Davolli et al., 2018). Les perfusions intra-utérines produisent de fortes concentrations locales
d'antibiotiques dans la lumiére utérine (LeBlanc, 2009). Cependant, des facteurs tels que
I'invasion répétée du col de l'utérus pendant le traitement, I'inhibition des antibiotiques par les
débris inflammatoires, I'optimisation du volume de traitement et le pH non physiologique des
antibiotiques, tous ces facteurs contribuent a réduire I'efficacité des antibiotiques, le risque
d'infection iatrogéne et d'inflammation, ainsi que l'augmentation de la résistance aux
antimicrobiens. Distribution homogéne de I'antibiotique de choix a des niveaux dépassant la
concentration minimale inhibitrice (CMI) pour les bactéries cibles dans I'endomeétre est
nécessaire, et récemment l'efficacité d'un traitement antibiotique systémique et la relation
entre les niveaux plasmatiques et et les tissus ont été démontrées pour le ceftiofur (Witte et
al., 2010 ; Scofield et al., 2014). Gentamicine, ticarcilline, néomycine, amikacine (Witte et
al., 2010), sulfadiazine et triméthoprime. (Davolli et al., 2018).

La réalisation d'un test de sensibilité aux antimicrobiens est une étape clé du
diagnostic des infections utérines, qui permet de s'assurer que les bactéries sont sensibles in
vitro a l'antibiotique choisi. Les résultats de la culture et de la sensibilité des écouvillons
utérins soumis a des laboratoires commerciaux ont montré comment les profils de sensibilite
et de résistance bactériennes varient d'une patiente a l'autre, d'une région a l'autre et au fil du
temps, avec des degrés de résistance a de nombreux antibiotiques couramment sélectionnés,
notamment la gentamicine, la pénicilline, la ticarcilline et le sulfamate de triméthoprime, sont
évidents (Albihn et al., 2003 ; Davis et al., 2013 ; Mitchell et al., 2018).
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IV. Le traitement par le miel :

L'utilisation du miel comme reméde traditionnel contre les infections microbiennes

remonte a I'Antiquité (Molan, 1992).

A. Effet antibactérien :

Le r6le bénéfique du miel est attribué a ses propriétés antibactériennes en raison de
son osmolarité élevée, de son acidité (pH faible) et de sa teneur en peroxyde d'’hydrogéne
(H202) et en substances non peroxydiques, c'est-a-dire la présence de composants
phytochimiques comme le méthylglyoxal (MGO) (Weston, 2000 ; Bang et al., 2003). Les
agents antimicrobiens présents dans le miel sont principalement le peroxyde dhydrogene,
dont la concentration est déterminée par les niveaux relatifs de glucose oxydase, synthétisee
par l'abeille, et de catalase provenant du pollen des fleurs. (Weston, 2000). La plupart des
types de miel génerent du H202 lorsqu'il est dilugé, en raison de l'activation de I'enzyme
glucose oxydase qui oxyde le glucose en acide gluconique et en H202, ce qui explique
I'activité antimicrobienne du miel (Bang et al., 2003).

Le miel est caractéristiquement acide avec un pH compris entre 3,2 et 4,5,
suffisamment bas pour inhiber plusieurs bactéries pathogénes (Koochak et al., 2010). Les
valeurs minimales de pH pour la croissance de certaines bactéries pathogénes courantes sont
les suivantes : E. coli (4,3), P. aeruginosa (4,4), S. pyogenes (4,5) (O’Grady et al., 1997). Et
donc dans le miel non dilué, l'acidité est un facteur antibactérien important. Les propriétés
antibactériennes du miel proviennent également I'effet osmotique de sa forte teneur en sucre et
de sa faible d'humidité, ainsi que des propriétés acides de I'acide gluconique et des propriétés
antiseptiques de son H202 (Khan et al., 2007).

B. Effet anti-inflammatoire :

Un certain nombre d'études ont été menées sur les effets du miel sur les taux sériques
d'IL-6 et d'IL-1. La plupart d'entre elles ont fait état d'une réduction des taux d'IL-6 et d'IL-1
apres l'intervention du miel (Almasaudi et al., 2016 ; Choi et al., 2017 ; Hussein et al., 2012
; Mohd Sairazi et al., 2018). Cependant, les durées, le type de miel et le dosage different, ce
qui rend difficile une synthése cohérente (Navaei-Alipour et al., 2021). Certaines études ont
ont montré une augmentation des niveaux de TNF-a, ce qui met en évidence le fait que le
miel est une combinaison complexe de composants bioactifs pro-inflammatoires et anti-
inflammatoires (Gannabathula et al., 2015 ; Gannabathula et al., 2012 ; Raynaud et al.,
2013 ; Song et al., 2012).
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L’objectif de notre étude était de mettre en évidence la fréquence et I’importance de
I’endométrite post-saillie chez la jument dans la région de Tiaret, ainsi que son impact sur la

fertilité de cette espece.

Cette étude est basée sur la méthode de gestion de 1’élevage, en impliquant les
différents moyens de diagnostic des pathologies de la reproduction qui touchent la jument
parmi lesquelles la PBIE, et la mettre en évidence par les différents moyens tels que :
I’échographie, la cytologie endométriale, la microbiologie, 1’hématologic et la biochimie,
ainsi que I’histopathologie. Apres la réalisation d’un diagnostic, notre approche était de traiter
s’il le faut et proposer un traitement alternatif pour les juments qui ont développé une

résistance aux antibiotiques apres avoir tester leur sensibilité.
I. Echantillonnage :

Notre travail a été effectué durant les deux saisons administratives de 2022 et 2023
allant du 15 Février 2022 au 30 Juin 2022 puis du 15 Février 2023 au 30 Juin 2023. Pour la
sélection, un suivi quotidien de 160 juments par échographie dont le but d’évaluer 1’activité
folliculaire, puis 18 juments ont été sélectionnées au hasard dont les races (7 Arabes Barbes),
(7 Pur-sang arabe), (4 Barbes), Agées de 4a 20 ans, avec un score corporel au moins égale a
2/5, non gravides, cliniqguement saines, cycliques, nourries avec du fourrage, orge de blé et

paturage.

Les éleveurs ont donné leur accord écrit pour effectuer les différentes manipulations sur leurs

juments.
Il. Lieu d’étude :

Cette recherche a eu lieu au niveau de la wilaya de Tiaret, une partie a été effectuée au

niveau de la bergerie équine de I’Institut des Sciences Vétérinaires de Tiaret (ISV), et I’autre

au niveau d’un haras privé (Haras El Mesk) de FEGHOULI.
A. Description des lieux :
1. Bergerie de ’'ISV :

Bureau des vétérinaires responsables.
Un laboratoire.

Des boxes pour les chevaux.
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Aire munie de barre de soufflage et saillie.
Salle de travail dotée d’un échographe.
Paddocks.

2. Haras El Mesk :

Activite : unité d’élevage et centre de rayonnement aupres des éleveurs équins en
collaboration avec ’ONDEEC, le CNIAAG et la chambre de I’agriculture.

Date de début d’activité : 2010.

Superficie : 52 Hectares.

Localisation : Route de Ain Bouchakif Tiaret.
Infrastructures :

Bureau du vétérinaire du Haras.

Laboratoires et annexes de prélévement et reproduction doté d’un Echographe.
Ecuries : (Nombre de boxes disponibles : 115).

- Ecurie (A) : pour les juments.

- Ecurie (B) : pour étalons.

- Ecurie (C) : pour poulains et juments vides.

02 hangars (575 m2) Paturage en paddocks.

Irrigation : par kits d’aspersion

02 puits.

02 bassins d’eau.

Les juments étaient nourries avec un aliment concentré (orge mouillé) a raison de 3

Kg matin et 3 Kg le soir.
La quantité de fourrage distribuée (foin d’avoine) est une botte pour 5 juments.

La distribution quotidienne des aliments concentrés aux juments se fait de maniére

manuelle deux fois par jour a la méme heure le matin 08h :30 et I’aprés —midi a 16h :00.

En plus de la ration journaliére, de 10h a 15h les juments partent aux paddocks pour

faire de I’exercice et un broutage d’herbe.
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Figure 17 : Situation géographique et présentation du haras.

38

Paddock
pour
poulains

Bureau du
vétérinair
e+ salle

de travail




Matériel et méthode

Salle de

travail
— )

Bureau des
vétérinaires
responsables

Laboratoire
de
reproduction

)
Boxes pour

étalons

—

Paddock

Figure 18 : Situation éog?aphique et prééentatin

I11. Protocol expérimental :

.-

Ecurie
pour
juments

Lieu de
monte

de la bergerie équine de I’ISV Tiaret.

Une échographie a été réalisée (échographe Sonoscape A6 munie d'une sonde linéaire

de 5 a 8 MHz), Tous les deux jours a partir du début de l'cestrus, ’examen de l'appareil

reproducteur a été effectué, puis un autre 6 heures apres la saillie/l'lA (et également apres 48

heures pour déterminer 1'ovulation des juments). Le diamétre du follicule dominant, I'cedéme

endométrial, la présence et la mesure des liquides intra-utérins (IUF) ont tous été notés. Des

examens supplémentaires ont été effectués 14 et 45 jours aprés l'ovulation pour le diagnostic

de gestation.

~ Wl ‘a=
Photo 01 : Echographe Son

=

scape A6 (photo personnelle).
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Dés que le follicule dominant avait un diametre d'environ 30 mm et qu'il y avait un

cedéme utérin, les examens étaient effectués tous les jours.

Lorsqu'un diametre folliculaire d'au moins 35 mm était observé, le premier échantillon
était préleve 24 heures avant la saillie/lA considéré comme un témoin et nous donne des
informations sur 1’état de la jument avant la mise a la reproduction. Dans le prélevement un
lavage utérin a faible volume 60MI a été effectué dans le but de réaliser une culture
bactérienne du liquide récolté, une cytologie endométriale a 1’aide d’une cytobrosse a été
réaliser juste apres, puis une prise de sang de la veine jugulaire droite ou gauche pour une

évaluation hématologique, biochimique ainsi hormonale (dosage de P4).

Le 2°™ prélévement été effectué 6 heures aprés la saillie/IA, et le dernier 48 heures

apres la saillie/lA de la méme fagon que le premier prélevement.

—_—

Jours-3 -2 -1 0 (saillie/1A) 13 45 60 100

Heures Oh 6h 12h 18h 24h 30h 36h 42h 48h (ovulation)

Lavage utérin a faible
volume

Diagnostic de gestation

Cytob:
ytobrosse J13 et J45 post-ovulation

Ocytocine

Prélévement sancuin

Protocol expérimental
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A. Protocol d’insémination artificielle avec semence fraiche :

La semence a été récoltée a l'aide d'un vagin artificiel, et a été filtrée pour séparer le
gel, puis un spermogramme a été réalisé pour voir la concentration en spermatozoides/mL
(minitube, SDM1, calibré pour les équides).la semence a été mélangée avec des diluants, et de

la gentamicine.

Avant I'lA, la queue de la jJument a été bandée, la région ano-vulvaire a été lavée avec
de la povidone iodée et sechée avec une serviette en papier. L’évaluation de la qualité de la
semence a été effectuée avec le CASA (Computer Assisted Sperm Analysis). Une dose
d'insémination (40 ml de sperme avec un nombre total de spermatozoides supérieur a
200x10°, avec une mobilité des spermatozoides supérieure & 60 %) a été déposée dans le
corps utérin a l'aide d'un cathéter d'insémination stérile par une main recouverte d'un gant

obstétrical stérile et d'un gel stérile a travers le vagin et le col de l'utérus.

1 -

<
y

| . = -
@aaf= oV Tiaret g AASJSV Tiaret

Photo 02 : Photomeétre minitube SDM 1, étalonné pour les équidés et CASA (photo
personnelle).

B. Méthode de prélévement :
1. La microbiologie :

Avant chaque prélévement, la région périnéale de la jument a été préparée de la méme
maniére que pour I'lA. La jument a été placée dans une salle avec un travail de contention, la
queue a été bandée et attachée, un nettoyage de la région périnéale avec un savon liquide, puis
un séchage de cette zone a été effectué avec un papier absorbant.
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AAS ISV Tiaret

Photo 03 : Région périnéale d’une jument, nettoyée, et séchée pour le prélévement (photo

personnelle).

Une fois toutes ces étapes faites le lavage utérin a été effectué comme suite :

En utilisant une sonde et une seringue stériles a usage unique, une injection de 60 mL de
sérum salé ou eau physiologique a 38°C.

La sonde stérile a été guidée manuellement dans I'utérus par une main recouverte d'un gant
obstétrical stérile et d'un gel stérile.

Une fois, la sonde a dépassé le col de I’utérus, le liquide a été injecté en attendant 3 mn.
Ensuite, le liquide a été aspiré par la seringue, et recueilli et mis dans un pot
d’échantillonnage stérile, la quantité recueillie étant comprise entre 10 et 55 ml.

Aprés chaque lavage utérin une dose d’ocytocine de 2 CC a été injectée par voie IM, afin
d’aider la jument a evacuer le liquide restant dans I’utérus.

Le prélevement a éte placé dans une glaciere, et transporté au laboratoire de microbiologie,

conserveé au frais (0°C a 4°C) et analysé immédiatement ou dans les 24 heures qui suivent.

Le preléevement a été ensemencé dans un bouillon nutritif et aussi sur plusieurs
géloses : MacConkey Agar, Sabouraud Agar, Chapman Agar, BEA Agar, King A Agar, et la
gélose au sang de mouton 5%. Puis incubés pendant 24h a 37°C pour la culture bactérienne, et
5 jours a 37°C pour la pousse des champignons dans le milieu Sabouraud. Le choix de tous
ces milieux est pour permettre au plus grand nombre possible de micro-organismes
potentiellement présents de se développer. L’incubation a été faite dans 1’anaérobiose aussi en

choisissant une autre gélose au sang humain.
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A partir de chaque échantillon positif, un repiquage et une purification par des stries
sur la gélose. Une coloration de Gram a été réalisée chaque fois pour contréler la pureté des
souches. Les souches pures ont été soumises au test de catalase et d’oxydase, et coagulase,
puis la conservation de ces derniéres au froid a -20°C dans du bouillon coeur cervelle (BHIB)
ajouté a 20% de glycérol.

o Tests d’orientation :
- Test de catalase :

La recherche de la catalase est un test fondamental pour l'identification des bactéries a
Gram positif. Une goutte d’eau oxygénée (H202) a été déposée sur une lame avec une colonie
de la culture. Un dégagement de bulles d’oxygéne dans I’'immédiat exprime la positivité de la

catalase.
- Test d’oxydase :

Ce test a été effectué pour I’identification des bactéries Gram négatif. Les disques
d’oxydase ont été placés dans une lame, une colonie fraiche a été choisie et prélevée a I’aide
d’un batonnet (pas en métal cela peut fausser le résultat), la colonie a été frottée délicatement
sur le disque, si la réaction a été positive, une coloration violette a été apparue dans le disque

dans les 30 secondes qui suivent.
- Test de coagulase :

C’est un test qui différencie les Staphylococcus aureus du reste des staphylocoques.
Une suspension bactérienne a été préparée dans un plasma de sang. Cette derniére est incubée
dans une étuve a 37°C/4h. au cas ou le résultat est negatif, le tube doit étre laissé pendant 24h
dans une température ambiante. La coagulation est positive indique la transformation du

fibrinogéne en fibrine.
- Tests biochimiques :

Les cultures positives ont été identifiées aussi par des méthodes spéciales d’analyse

biochimique dont les galeries APl et le VITEK 02.

e Lestests APl ont été inclus dans la présente etude, I'AP1 20 NE pour identifier les non-

43



Matériel et méthode

entérobacteries a Gram négatif, I'API 20E pour identifier les micro-organismes appartenant
aux genres Enterobacteriaceae et autres batonnets a Gram négatif non fastidieux, I'API 20
Staph pour identifier les Staphycoccus, et enfin I'API 20 Strept pour l'identification des

Streptococcus et des Enterococcus.

La galerie API contient une série de cupules qui permet chacune de réaliser un test
biochimique différent. La chambre d’incubation a été remplie d’eau pour maintenir un
environnement d’incubation humide, ensuite la galerie API stérile a été déposée dans cette
chambre. L’anse d’inoculation a été stérilisée par la flamme du bec bunsen. Les colonies
bactériennes ont été prélevées avec I’anse. Les bactéries ont été déposées dans un tube sec
stérile contenant de 1’eau physiologique stérile/ medium puis homogénéisées avec un vortex,
et déposées dans les cupules de la galerie comme indiqué dans la fiche technique. La premiére
lecture a été faite aprés une incubation de 4h et la 2°™ aprés 24h. Selon le virement de couleur

des différents tests un code a été obtenu et mis dans le logiciel d’identification apiweb TM.

o Antibiogramme classique :

Le test de sensibilité aux antibiotiques par diffusion en disque a été réalisé apres
Iisolement et I'identification des colonies, soit dans le milieu de Mueller Hinton.

Les boites ont été incubées a 37°C pendant 24 heures aprés l'inoculation des bactéries.

Les résultats de I'évaluation de I'inhibition de la croissance bactérienne ont ensuite été
classés comme sensibles, intermédiaires ou résistants.

Les antibiotiques sélectionnes ont été fonction des milieux dans lesquels les cultures

microbiennes ont été réalisées selon la CLSI 2021.

Tableau 05 : Antibiotiques utilisés dans I’antibiogramme pour les entérocoques.

Famille Antibiotique Charge du disque

Cefotaxime 30ug

B-lactamines Cefoxitine 30ug
Ceftazidime 30mg

Aminosides Gentamycine 10ug
phenicoles Chloramphénicol 30mg

Aminosides Amikacine 30mg
B-lactamines Peénicilline 1 ui

Sulfamides Trimethoprim- 1.25/23.75 pg
sulfamethoxazole

Polymyxines Colistine 50ug
Fluoroquinolones Ciprofloxacine 5ug
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Tableau 06 : Antibiotiques utilisés dans I’antibiogramme pour les staphylocoques.

Famille Antibiotique Charge du disque
B-lactamines Peénicilline G 6ug(10ui)
Aminosides Kanamycine 1000ug

Macrolides Erythromycine 15mg
Aminosides Gentamycine 10ug
B-lactamines Oxacilline 5ug
Aminosides Amikacine 30mg
Fluoroquinolones Ciprofloxacine Sug

Tableau 07 : Antibiotiques utilisés dans I’antibiogramme pour les pasteurelles.

Famille Antibiotique Charge du disque
Aminosides Gentamicine 10 g
Amikacine 30mg
B-lactamines Ceftazidime 30mg
Cefotaxime 30 ug

Photo 04 : Antibiogramme classique (photo personnelle).

o Le VITEK 2 a été utilisé pour 3 souches d’E.coli. Une culture bactérienne jeune de 18-24h
a été mélangée avec le sérum salé stérile pour avoir une suspension bactérienne, et
standardisation 0,5 McFarland a été réalisée. Les suspensions préparées ont été déchargées
dans les puits de carte d’identification et déposées dans le lecteur automatisé. Les résultats ont

été interprétés automatiquement par le logiciel VITEK 2 Advanced expert system.
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L’antibiogramme au VITEK est effectué pour 1 souche par I’automate (VITEK 2
COMPACT Biomérieux), en utilisant des cartes AST-N365 spécifiques aux bactéries Gram

négatif.

Photo 05: Automate VITEK 2 COMPACT Biomérieux (photo personnelle).

Les antibiotiques qui ont été inclus sont : ampicilline, céfazoline, céfotaxime, céfoxitine,

amikacine, gentamicine, ciprofloxacine, chloramphénicol, trimétroprime/sulfaméthoxazole.

2. La cytologie endométriale :

Les cellules endométriales ont été obtenues en utilisant la cytobrosse. Cette derniere a
été guidée par une assistance manuelle transvaginale a travers le col de l'utérus et un

échantillon de cellules a été prélevé dans le corps utérin.

La cytobrosse a été immédiatement étalée sur une lame (propre, séche, et essuyée par
un papier), puis séchée a lair, fixée avec un spray fixateur, et colorée avec Diff-Quick
(SHANDON, KWIK-DIFFTM, Kit cat N0.9990700, 500mL/160z), qui est une variante
commerciale de coloration de Romanowsky utilisée pour colorer et différencier rapidement
une variété d'échantillons pathologiques comme les frottis cytopathologiques. Le colorant
contient 3 solutions, le premier étant le réactif de fixation, le 2°™ est une solution
éosinophilique, et le dernier est un colorant thiazinique basophile. Les lames sont trompees
plusieurs fois dans les 3 solutions par ordre du premier au dernier. Elles sont séchées une
deuxiéme fois avec un papier buvard, puis évaluée par microscopie optique. Afin d'évaluer

I'inflammation sous un grossissement de 400X.
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Le nombre de neutrophiles polymorphonucléaires (PMN) a été compté dans 10
champs de vision différents, choisis au hasard, en utilisant la microscopie optique a un
grossissement de 400. En accord avec un schéma modifié de Prieto et al., (2012),

I'endométrite aigué a été définie comme ayant > 5 PMN sur I'ensemble.

Ce grossissement permet d’avoir une idée globale sur le frottis, les cellules présentes
sont (les cellules endométriales, les globules rouges, les spermatozoides, les cellules
inflammatoires dont les PMN).

Photo 06 : Colorant diff quick (photo personnelle).

3. Le prélevement sanguin :

Immédiatement aprés chaque prélévement, un échantillon de sang a été prélevé de la
veine jugulaire droite ou gauche dans deux tubes, le premier contenait de 'EDTA et le 2°™ de
I'neparine comme anticoagulant. Les tubes ont été immédiatement placés sur de la glace et

emmenés au laboratoire de biochimie.

Pour le tube contenant ’EDTA (tube avec bouchon violet), une éventuelle FNS a été

effectuée dans 1’automate (MINDRAY BC-265380).

Le tube contenant de 1’héparine (tube avec bouchon vert), le plasma a été séparé dans
une centrifugeuse (MIKRO 220), pour faire le dosage des protéines totales sanguines, et la
mesure des concentrations de P4 (Cobas 6000).
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4. La biopsie utérine :

Une pince a crocodile pour biopsie utérine pour jument stérile a été passee a travers le
col de l'utérus, guidée par une palpation manuelle transvaginale, et un morceau d'endometre

(environ 10 x5x 5 mm) a été prélevé dans la partie antérieure du corps utérin.

Le morceau prelevé a été conservé dans du formaldéhyde (solution de formaldehyde a
10%) a 5 C jusqu'a lI'analyse histologique qui a été faite au niveau de I’ISV de Tiaret. Le

formol permet de fixer le prélevement.

Apres la fixation, le prélévement a été passé a 1’étape de I’amincissement, qui permet
de réaliser une cassette et aussi d’orienter les tissus. La cassette est perforée (pour
I’infiltration des solutions), permet 1’adaptation au microtome, 1’identification, et éviter le

mélange des tissus. Les tissus ont été traités, cette étape nécessite la présence d’un automate.
L’automate contient :

12 Compartiments, 10 en verres et 2 bains métalliques (contenant la paraffine).

Les 12 bains sont constitués de :

- 2 bains de formol a 10% (1h dans chaque bain) permet la fixation du tissu.

- Les bains d’alcool & concentration par ordre croissant :
70° (1h30), 80° (1h30), 90°(1h30), 100° qui contient 3 bains (chaque bain pendant 1 heure)
L’alcool permet la déshydratation des tissus

- 2 bains de xyléne (1h30/bain) permettant la clarification.

- 2 bains de paraffine & 56°C (2h/bain) ; cette étape est I’inclusion en paraffine.

Le traitement des tissus dure 16h30. L’étape d’apres est la confection du bloc qui

nécessite une station d’inclusion :
Cette station d’inclusion contient 2 unités :
- Une unité chaude :

Qui elle-méme contient 3 parties :

1- Partie ou faire fondre la paraffine.
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2- Une partie ou mettre le moule métallique qui doit étre chaud.
3- Une partie froide dans le c6té chaud pour nous aider a orienter les tissus.

- Une unité froide :

Ou le bloc de paraffine (paraffine +cassette +tissu) a été posé. Cette unité va faciliter

le démoulage du bloc.

Le bloc doit étre Découpé au microtome

Le microtome a été réglé a 5 um et un bain MARIE a 45°C a été préparé.

Avec le microtome des rubans ont été préparés qui vont étre étalés dans le bain marie

et séchés dans une étuve a 56°C/24H apres les avoir mis dans des lames en verre.
Apres toutes ces procédures, les lames ont été colorées :
Coloration standard HE :

- Déparaffinage : dans un bain de xyléne pendant 5 mn (paraffine de surface).
- Réhydratation : passage dans plusieurs bains d’alcool décroissants de 100%, 95%, 80%,

75%, chague bain pendant 5 mn.
- Coloration a HE :

1. Hématoxyline : qui est un colorant basique qui colore tout ce qui est acide (NOYAU) en
violet, pendant 15-20 mn, ringage, et trompage dans I’acide alcool puis un autre rincage.

2. Eosine : colorant acide qui colore tout ce qui est basique (cytoplasme) en rose pendant
20mn, puis ringage.

Conservation des lames :

- Réhydratation : dans des bains d’alcool croissants de 70% a 100%, 5 mn chacun
- Clarification : bain de xyléne pendant 5 mn

- Montage : baume de canada + lamelles et laisser coller.

Les lames ont été examinées au microscope optique a un grossissement de 40 a 400
pour détecter la présence de cellules inflammatoires dans I'épithélium luminal, le stratum

compactum et le stratum spongiosum.
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Les sections colorées a I'HE ont été examinées pour détecter les lacunes lymphatiques
et les angiopathies, et ont été utilisées pour catégoriser I'endometre des juments en I, lIA, 1IB

ou II, selon Kenney et Doig (Van Camp, 1988).

Photo 07 : Pince a biopsie utérine pour jument (photo personnelle).
C. Le traitement des juments :

Apres avoir lavé la région périnéale comme pour I’'[A et le lavage a faible volume pour
la microbiologie :
- Le traitement principal des juments qui avaient une accumulation de liquides intra-utérins >
20 mm a I’image échographique a été basé sur le lavage utérin avec les solutions cristalloides
telles que la Solution de Ringer Lactate (LRS) ou le sérum physiologique a 0,9 %. Deux
flacons ont été réchauffés a 38°C et injectés dans le corps de 1’utérus avec une sonde stérile
guidée manuellement, puis récupération du liquide par gravité.
- L’injection d’un agent ecbolique tel que I’ocytocine et la PGF2a ont été effectués pour
stimuler les contractions utérines et aider les juments a évacuer le reste des liquides.
- Un contrdle par échographie a été effectue apres cette opération pour voir I’échogénicité et
le liquide présent. Si 1’état de 1’utérus est bon (pas de liquides et de debris), les juments
suivront leur activité folliculaire. Dans le cas contraire, le lavage utérin va étre effectué et une
infusion utérine avec un antibiotique sera faite.
- L’infusion utérine a été réaliser en utilisant un antibiotique de la famille des B-lactamines
associé a un anesthésique local « pénicilline procaine » PENIKEL 300®, dilué dans 60 Ml de
Ringer Lactate, et injecté dans le corps de I’utérus avec une paille d’insémination artificielle

stérile.
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Photo 08 : Matériel de lavage utérin et infusion utérine avec I’antibiotique (photo

personnelle).

- L’autre technique de traitement a été I’infusion utérine au miel (80% miel+ 20% eau

physiologique) dont 48ml de miel+ 12 ml d’eau physiologique.

Tableau 08 : Informations sur le miel.

Nom Scientifique Euphorbia
Origine Euphorbe
Région de récolte Wilaya de Laghouat, Algérie
Date de récolte 2020

Le miel a été infusé chez 2 juments de cette étude au lieu de I’infusion aux
antibiotiques, apres culture bactérienne et test de sensibilité aux antibiotiques qui a montré

une antibiorésistance aux antibiotiques testés.

Photo 09 : Dilution du miel dans de 1’eau physiologique (photo personnelle)
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|. Taux de gestation et fertilité :

L’étude a été effectué sur un total de 160 juments qui ont fait 1’objectif de suivi de la
reproduction durant toute la période d’étude. Nous avons ciblé seulement 18 juments qui

répondaient aux objets de 1’étude jusqu’a la fin du travail. Nous avons constaté les résultats

suivants :

Tableau 09 : Taux de gestation et fertilité en fonction du nombre de cycles chez les 18

juments. (Tests du Khi-deux).

Nombre de cycles
lier cycle | Négative |Pasau lier| Total
Effectif 0 10 0 10
% dans 0,0% 100,0% 0,0% | 100,0%
gestation
Négative % dans
nombre de 0,0% 100,0% 0,0% 55,6%
cycles
. % du total 0,0% 55,6% 0,0% 55,6%
Gestation Effectif 3 0 5 8
% dans 37,5% 0,0% 62,5% | 100,0%
gestation
Positive % dans
nombre de | 100,0% 0,0% 100,0% 44,4%
cycles
% du total 16,7% 0,0% 27,8% 44,4%
Effectif 3 10 5 18
% dans 16,7% 55,6% 27,8% | 100,0%
gestation
Total % dans
nombrede | 100,0% 100,0% 100,0% | 100,0%
cycles
% du total 16,7% 55,6% 27,8% 100,0%

Dans ce travail nous avons remarque gque dans les 18 juments étudiées, 10 juments ont
¢été¢ vides et n’ont pas congu, représentant un taux de 55.6%. Seulement 8 juments ont été
gestantes avec un taux de 44.6%. Parmi ces 8 juments, 3 ont congu au premier cycle avec un

taux de 16.7%, et 5 juments dans les autres cycles représentant un taux de 27.8%.
Parmi, les 10 juments qui n’ont pas congu 3 ont été diagnostiquées PBIE positive.

- Untaux de PBIE de 16.66% a été constaté apres avoir étudier les 18 juments.

- Un taux de 30%, parmi les 10 qui n’ont pas congu.
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Ces résultats montrent un faible taux de fertilité. Le taux de gestation été bas
également chez le reste des 142 juments qui ont été suivies par échographie jusqu’a la fin de

chaque saison, mais n’ont pas subis les différents examens de la recherche.

Le taux de gestation est représenté dans le graph ci-dessous :

Taux de gestation

60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%
Négative lier cycle autres cycles

Graph 01 : Le taux de gestation chez les 18 juments étudiées.
I1. Examen échographique :

L'cedéme utérin a été évalué visuellement a I'aide d’un échographe, coupe transversale
des deux cornes et le corps utérin, fréquence 5 a 7 MHz tout en mesurant I’accumulation des

liquides avec I’échographe pour pouvoir classer le score de la PBIE.

La surface de I'lUF a été mesurée avec le méme échographe (Sonoscape A6), la
présence de débris dans les liquides accumulés, ainsi que les kystes utérins ont été également
notes. Nous avons trouve la présence de fluides 48 heures aprés la saillie seulement chez 5
juments, ce qui représente un taux de PBIE de (27.8%) dans cette étude. Le reste des juments

ne présentait pas d'cedéme.

Tableau 10 : Examen échographique des juments présentant un cedéme utérin de degré 0 a 3,

et la localisation des IUF au niveau utérin.

Jument 1 2 3 4 5
Degré des IUF 3 1 2 2 2
Cornes Corps Cornes Corps Corps
Localisation utérines utérin utérines utérin utérin
+corps
utérin
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La plupart des juments ont développé une PBIE modérée de score 2.

AAS ISV Tiaret

Figure 19 : Coupe transversale d’une corne utérine d’une jument représentant un cedéme
utérin physiologique avec un signe de chaleurs (tranche d’orange). Classification des degrés

des IUF (degré 0). (Photo personnelle).

AAS ISV Tiaret

Figure 20: Coupe transversale d’une corne utérine d’une jument représentant une
accumulation légeére des liquides dans la corne utérine <20 mm. Classification des degrés des
IUF (degré 1). (Photo personnelle).
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AAS ISV Tiaret
)

Figure 21 : Coupe transversale d’une corne utérine d’une jument, représentant une
accumulation modérée des liquides dans la corne utérine >20 mm. . Classification des degrés

des IUF (degré 2). (Photo personnelle).

AAS ISV Tiaret

Figure 22 : Coupe transversale d’une corne utérine d’une jument, représentant une
accumulation seveére des liquides dans la corne utérine >20 mm. . Classification des degrés

des IUF (degré 3). (Photo personnelle).
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AAS ISV Tiaret

Figure 23 : Coupe transversale d’une corne utérine d’une jument, représentant un kyste

utérin. (Photo personnelle).

I11. La microbiologie :

A. Les germes présents durant les phases de prélevements :

Nous avons remarqué que durant le premier et le dernier prélevement chez les 18
juments, seulement 38,9% ont montré une présence de bactéries. Ce qui n’a pas été le cas lors
du 2°™ prélévement ou 61,1% des juments ont été positives. Avec un taux de positivité de
46,3% au total.

Les résultats sont représentés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 11 : Présence des différents microorganismes apres culture dans les différentes
phases de prélevements (Test du Khi-deux).

Prélevement
pL2ah | Paeh | paagh | o
Effectif 11 7 11 29
% dans résultat 37,9% 24,1% 37,9% 100,0%
" | % dans prélévement 61,1% 38,9% 61,1% 53,7%
Résultat % du to_tal 20,4% 13,0% 20,4% 53,7%
Effectif 7 11 7 25
% dans résultat 28,0% 44,0% 28,0% 100,0%
* [ 9% dans prélevement 38,9% 61,1% 38,9% 46,3%
% du total 13,0% 20,4% 13,0% 46,3%
Effectif 18 18 18 54
Total % dans ré\sultat 33,3% 33,3% 33,3% 100,0%
% dans prélevement | 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
% du total 33,3% 33,3% 33,3% 100,0%
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B. Les especes isolées :

La plupart des espéces isolées dans la culture bactérienne ont été Escherichia coli avec
un taux de 32%, puis Enterococcus faecium 24%, Staphylococcus spp 12%, Serratia
odorifera et Aerococcus viridans 8%, et finalement, Serratia marcescens, Photobacterium

damsella, Pasteurella spp, Pasteurella trehalosi 4%.

Serratia odorifera
8%

Pasteurella trehalosi
4%

Pasteurella spp

Aerococcus viridans
8%

Photobacterium
damsella
4%

Enterococcus faecium
24%

Serratia
marcescens

4%
@ Escherichia coli @ Staphylococcus spp M Serratia marcescens

OEnterococcus faecium B Photobacterium damsella @Aerococcus viridans

W Serratia odorifera M Pasteurella spp Bl Pasteurella trehalosi

Graph 02 : Diagramme circulaire des espéces bactériennes isolées.
C. Test de sensibilité aux antibiotiques et traitement :

L'antibiogramme et le traitement par perfusion utérine d'antibiotiques n'ont été
effectués que si les résultats microbiologiques ont été positifs et les bactéries sont pathogenes
pour les trois échantillons ou si la cytologie, la microbiologie et I'examen échographique ont
été positifs (>5 PMN et >20mm de liquide utérin) pour le troisiéme échantillon.

Le test de sensibilité aux antibiotiques a été effectué chez 3 juments, les résultats de ce
dernier est représente ci-dessous :

Cas 01 : Une jument qui a présenté une cytologie positive, des IUF>20mm, et une
microbiologie positive (Escherichia coli).
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Tableau 12 : Test de sensibilité aux antibiotiques chez une jument atteinte de PBIE d’origine

infectieuse (E. coli).

Antibiotique Résultat
Cefotaxime 30ug Sensible
Cefoxitine 30pug Résistant
Ceftazidine 30mg Sensible

Gentamicine 10 pg Sensible
Chloramphénicol 30mg Sensible
Colistine 50 pg Résistant
Pénicilline 10 Ul Sensible

La jument a été ensuite traitée par infusion utérine a la pénicilline (Penikel 300®)

jusqu’au cycle prochain ou elle a été préte pour la saillie.

Cas 02 : Une jument qui a présenté une culture bactérienne positive dans les 3 prélevements

(Staphyloccus spp)

Tableau 13 : Test de sensibilité aux antibiotiques chez une jument atteinte de Staphylococcus

spp.

Antibiotique Résultat
Peénicilline G 10 Ul Résistant
Kanamycine 1000 pg Sensible
Erythromycine 15 mg Résistant
Gentamicine 10 pg Résistant
Chloramphénicol 30mg Sensible
Oxacilline 5ug Résistant
Amikacine 30 mg Sensible

La jument n’a pas été traitée par infusion utérine aux antibiotiques mais au miel.

Cas 03 : Une jument qui a présente une cytologie positive, des IUF>20mm, et une

microbiologie positive (Pasteurella spp).

Tableau 14 : Test de sensibilité aux antibiotiques chez une jument atteinte de PBIE d’origine

infectieuse (Pasteurella spp).

Antibiotique Résultat
Gentamicine 10 pg Résistant
Céfotaxime 30ug Résistant
Ceftazidime 30 mg Résistant
Amikacine 30 mg Résistant

La jument n’a pas été traitée par infusion utérine aux antibiotiques mais au miel.
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IV.La cytologie endométriale :

Dans cet examen effectué, nous avons noté la présence des PMN durant le premier
prélevement (24h avant la saillie) uniquement chez 3 juments avec un taux de 12%, en
général on trouvait des cellules endométriales regroupées en amas alors qu’apres 6h de la
saillie représentant le 2°™ prélévement toutes les juments avaient une présence des PMN
(100%), avec plus de 5 PMN presents. Les lames contenaient des cellules endométriales en
amas, et beaucoup de cellules inflammatoires (PMN), des spermatozoides, et parfois la
présence de bactéries. Et finalement, dans les prélevements 48h post-saillie/lA, les PMN
disparaissaient dans la plupart des cas. Sauf pour les juments qui avaient une présence de

liquides au niveau utérin avec un score > 2 (4 juments).

Le tableau ci-dessous représente le taux des PMN durant les 3 périodes de

prélevements :

Tableau 15 : Tableau récapitulatif présentant les résultats de la cytologie endométriale chez
les 18 juments (Tests du Khi-deux).

Préléevement

Total
P1/24h P2/6h P3/48h

Effectif 15 0 14 29

Ydans | g1 200 | (00 48,3% | 100,0%
- statut
% dansp | 83,3% 0,0% 77,8% 53,7%
Statut % du total | 27,8% 0,0% 25,9% 53,7%
inflammatoire Effectif 3 18 4 25
% dans

12,0% | 72,0% 16,0% 100,0%
+ statut

% dansp | 16,7% | 100,0% 22,2% 46,3%
% du total | 5,6% 33,3% 7,4% 46,3%
Effectif 18 18 18 54

% dans 333% | 33.3% 33,3% 100,0%
Total statut

% dansp |100,0%| 100,0% 100,0% 100,0%
% du total | 33,3% | 33,3% 33,3% 100,0%
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Les figures ci-dessous représentent les prélevements cytologiques effectués a 1’aide de

la cytobrosse durant les différentes phases de prélevements :
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Figure 24 : Préléevement 24 h avant la saillie/lIA avec une cytobrosse, présence des cellules
endométriales en amas colorées avec le Diff-Quick, grossissementx400. (Photo personnelle).

| e '! -,é;(;.- % T8

Figure 25 : Prélévement 6 h apres la saillie/l A avec une cytobrosse, présence des cellules
endométriales dispersées, des cellules inflammatoires PMN >5 par champ, des
spermatozoides, coloration Diff-Quick, grossissementx400. (Photo personnelle).
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Figure 26 : Préléevement 48 h aprés la saillie/l A avec une cytobrosse, présence de quelques
cellules endométriales dispersées, de quelques cellules inflammatoires PMN < 5, disparition

des spermatozoides, coloration Diff-Quick, grossissementx400. (Photo personnelle).
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Figure 27 : Prélevement 48 h apreés la saillie/lA avec une cytobrosse, présence de quelques
cellules endométriales dispersées, disparition des cellules inflammatoires, élimination des

spermatozoides, coloration Diff-Quick, grossissementx400. (Photo personnelle).
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V. Le dosage sanguin :

A. Dosage de progestérone :

Dans notre étude, la concentration plasmatique de P4 a été inférieure a 1 ng/mL dans
les 3 prélévements, avec une moyenne de 0.58 ng/ml dans le premier prélévement, et de 0.59
ng/ml dans le deuxieme prélévement, et une valeur de 0.93 ng/ml dans le dernier, mais tout en
restant dans I’énorme. La valeur maximale de la P4 a été 4ng/ml, et la valeur minimale a été
de 0.05ng/ml.

Nous avons remarqué que le niveau de progestérone a augmenté au cours des
différentes phases de collecte, mais n’a jamais dépassé la valeur de 1 ng/ml dans les 3

prélevements.

Tableau 16 : Taux de progestérone plasmatique durant les 3 prélévements chez les 18 juments
(Test ANOVA).

Prélevement .. . .
N Moyenne Ecart | Erreur Minimum | Maximum Sig.

type | standard

Avant 24h 18 0,5811 | 0,9261 | 0,2183 0,0500 3,6400 0,5198

Apres 6h 17 0,5906 | 0,8124 | 0,1970 0,0500 2,8100

Apreés 48h 18 0,9322 | 1,2997 | 0,3064 0,0500 4,0000

Total 53 0,7034 | 1,0311 | 0,1416 0,0500 4,0000

B. Hématologie et biochimie :
1. Les leucocytes :

Les résultats ont montré que dans les 54 échantillons effectués pour les 18 juments
pendant les 3 différentes phases de prélevement que 48 échantillons ont été normaux alors que
seulement 6 n’ont pas été dans I’intervalle des valeurs usuelles, avec une valeur maximale de

20740 leucocytes / mm3, et une valeur minimale de 1930 leucocytes/mm3,
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Graph 03 : Résultats d’FNS pour les leucocytes chez les 18 juments durant les 3

prélevements.
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2. Les hématies :

Nous avons trouvé que dans les hématies, 41 préléevements sont normaux, et 13 ne le
sont pas. Une valeur maximale de 14.54 Hb x10%/mmg, et une valeur minimale de 5.40 Hb

x10%/mmg.
Graph 04 : Résultats d’FNS pour les hématies chez les 18 juments dans les 3 prélévements.
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3. L’hémoglobine :

Nous avons constaté la conformité des résultats des Hb dans 44 prélevements parmi
les 54 effectués, et les 10 restants hors normes. La valeur maximale enregistrée a été 23.2
g/dl, et la valeur minimale a été 9.1 g/dl.

Graph 05 : Résultats d’FNS pour le taux d’hémoglobine chez les 18 juments dans les 3
prélevements.
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4. L’hématocrite :
Les résultats nous ont révélé que dans I’hématocrite 41 prélévements sont dans les
valeurs usuelles, et les 13 restants ne le sont pas. La valeur maximale enregistrée a été 68.8%,

et la valeur minimale a été 25.5%.

Graph 06 : Résultats d’FNS pour le taux d’hématocrite chez les 18 juments dans les 3
prélévements.
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5. Volume Globulaire Moyen (VGM) :

Nous avons trouvé que tous les échantillons ont été dans les valeurs usuelles du VGM,
sauf 1 seul échantillon. La valeur maximale a été 62 fL, tandis que la valeur minimale a été 41
fL.

Graph 07 : Résultats d’FNS pour le VGM chez les 18 juments dans les 3 prélevements.
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6. Teneur Corpusculaire Moyenne en Hémoglobine (TCMH) :

Dans ce parametre tous les résultats ont été normaux, la valeur maximale a été 19 Pg

et la valeur minimale a été 15 Pg.
Graph 08 : Résultats d’FNS pour la TCMH chez les 18 juments dans les 3 prélevements.
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7. Concentration Corpusculaire Moyenne en Hémoglobine (CCMH) :

Dans cette derniere, 49 échantillons normaux, et 5 ne 1’ont pas été. Nous n’avons pas
trouvé de valeur qui dépasse les valeurs usuelles, mais par contre 5 valeurs ont été au-dessous

du seuil. La valeur maximale a été 38 g/dl, et la valeur minimale a été 28 g/dl.

Graph 09 : Résultats d’FNS pour la CCMH chez les 18 juments dans les 3 prélévements.
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8. Les plaquettes sanguines :

Nous avons fait la méme remarque que pour la CCMH dans ce parametre, il n’y’avait
pas de valeur qui dépasse le seuil, mais bien au contraire, 7 résultats n’ont pas été¢ dans les
normes.

La valeur maximale a été 260000 PLT/mma3, et la valeur minimale a été 53000 PLT/mma3.

Graph 10 : Résultats d’FNS pour les plaquettes sanguines chez les 18 juments dans les 3

prélévements.
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9. Les neutrophiles :

Les analyses sanguines des neutrophiles ont montré que 33 échantillons ont été
normaux, et 21 échantillons hors normes. La valeur maximale de ces derniers a été 18065

PMN/mm3, tandis que la valeur minimale a été 442 PMN/mms,

Graph 11 : Résultats d’FNS pour les neutrophiles chez les 18 juments dans les 3 prélévements.
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10. Les éosinophiles :

Dans ces résultats nous avons noté un seul échantillon parmi les 53 prélevés qui est

hors normes, avec une valeur maximale 1690 éosinophiles/mms3, et un taux basal de 0.4/mm3.

Graph 12 : Résultats d’FNS pour les éosinophiles chez les 18 juments dans les 3 prélevements.
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11. Les basophiles :

Nous avons remarqué que dans ce paramétre, 45 échantillons ont été normaux, et 9
hors normes. Il n’y’a pas de valeur au-dessous des valeurs usuelles des basophiles. La valeur

maximale a été 3094 basophile/mm3, et la valeur minimale a été 5 basophile/mm3.

Graph 13 : Résultats d’FNS pour les basophiles chez les 18 juments dans les 3 prélevements.
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12. Les lymphocytes :

Dans le dosage sanguin, les basophiles des 48 échantillons ont été normaux, alors que
les 6 restants ne 1’ont pas été. Il n’y’avait aucune valeur au-dessus des valeurs usuelles. La

valeur maximale a été 3860 basophile/mms3, et la valeur minimale 631 basophile/mm3.

Graph 14 : Résultats d’FNS pour les lymphocytes chez les 18 juments dans les 3

prélevements.
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13. Les monocytes :

Dans notre cas, 40 échantillons ont ét¢ normaux, 14 n’ont pas été¢ dans les normes. Il
n’y’avait pas de valeur au-dessous des valeurs usuelles. La valeur maximale a été 5543

lymphocyte/mms, et la valeur minimale a été 25 lymphocyte/mms.
Graph 15 : Résultats d’FNS pour les monocytes chez les 18 juments dans les 3 prélévements.
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14. Les protéines totales :

Dans cette étude, 51 échantillons ont été normaux, et 3 hors normes. Il n’y’avait pas de

valeur inférieure au seuil. La valeur maximale a été de 85 g/l, et la valeur minimale 56 g/I.

Graph 16 : Résultats du dosage des protéines totales sanguines.
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V1. La biopsie utérine :

Dans notre cas, nous avons réalisé une biopsie utérine chez la jument dont le degré
d’accumulation des liquides au niveau utérin IUF était sévere (score 3), avec une présence des

PMN dans I’examen cytologique.
L’interprétation de la lame a été comme suite :

Hyperplasie glandulaire (hyper activité glandulaire), congestion + hémorragie, quelques
globules blancs + inflammation et légére infiltration.

Le score de biopsie attribué selon Kenney et Doig a été I11A.

T Y
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Figure 28 : Coupe histologique réalisée a partir d’une biopsie utérine d’une jument. La figure
a gauche représente une érosion de 1’épithélium et la présence de cellules inflammatoires. La
figure a droite contient une infiltration inflammatoire, une hémorragie et un cedéme. (Photos

personnelles).
VII. Le traitement des juments par infusion utérine au miel :

Apreés la réalisation d’un antibiogramme au miel, nous avons refait cette opération 2
fois et fait la moyenne.

Ce traitement a été réalisé chez 2 juments :

- Jument 01 : la culture bactérienne a révélé la présence de Staphylococcus spp dans les 3
prélevements.

- Jument 02 : la culture bactérienne a révélé la présence de Pasteurella spp durant le 3°™

prélévement avec une accumulation de liquides, et une cytologie positive.
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L’évaluation de D’effet inhibiteur de miel d’euphorbe testé sur les deux souches
bactériennes est exprimée par le diametre de I’auréole d’inhibition. Les résultats obtenus pour

les différentes souches testées sont résumés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 17 : Moyenne de la zone d’inhibition dans les 2 espéces isolées.

Souches testées Diamétre de I’auréole d’inhibition (mm)
Jument1l | Staphylococcus spp. 13.5+1.49
Jument 2 Pasteurella spp. 14+ 1.97

Les diamétres d’inhibition étaient de 13.5 a 14 mm respectivement pour
Staphylococcus spp. et Pasteurella spp. Le miel d’Euphorbe était le plus efficace sur les deux
bactéries pour la méme concentration testée.

A. Résultats du traitement des juments par infusion au miel :

Les 2 juments ont été examinées par échographie.

- Aprés avoir vu la zone d’inhibition apres antibiogramme au miel, I’infusion utérine au
miel 80% (48ml miel+ 12ml eau physiologique) a été réalisée.

- 24 heures apres I’infusion une présence de liquides a été notée dans I'utérus des deux
juments.

- 72 heures apres I’infusion, nous n’avons trouvé aucune présence de liquides au niveau
utérin chez 1’une des juments.

- Nous avons opté pour un lavage utérin a faible volume (120ml), une quantité de 10ml a
été récupérée pour une éventuelle microbiologie chez les deux juments.

- La jument dont les liquides utérins ont disparu apres 1’infusion (jument 02), a révélé une
microbiologie négative, ce qui est le cas contraire pour la jument dont les liquides sont

restés au niveau utérin (jument 01). La culture a montré la présence des entérocoques.

DRAMINSKI iSca 01.01.2000 00:02:06 DRAMINSKI iScan 01,01 2000:00:29:44

e —— e e e

-

~

_ AAS ISV Tiaret : L ARS ISV Tiaret

= £
Dep.80mm Freq.7.5MHz Dep.80mm Freq.7.5MHz
Foc.15Smm Foc.15mm

Figure 29 : Présence des liquides intra-utérins 24h apres I’infusion au miel (a gauche jument
02, a droite jument 01). Echographe (Draminski iScan) (Photos personnelles).
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Analyse statistique :

L'analyse statistique a été réalisée a l'aide du logiciel SPSS IMB 24. Les données

collectées ont fait lI'objet d'une analyse statistique descriptive simple (valeurs maximales et

minimales) pour I’hématologie et la biochimie. Ainsi qu’une analyse par le Test du Khi-deux,

pour le taux de gestation et la fertilité, la microbiologie, et la cytologie, dans le but de voir la
présence des parametres qui nous oriente vers le diagnostic de la PBIE, et finalement le Test

ANOVA, pour le dosage de la progestérone, pour voir le changement hormonal dans les

différentes phases de prélévement.
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I. La relation des PBIE avec la conception et la fertilité :

Parmi les principales pathologies utérines, I'endométrite, qui reste I'une des plus
importantes causes d'infertilité chez la jument et représente un énorme probléme dans
Iindustrie moderne de la reproduction (Riddle et al.,, 2007). Cette infection et/ou
inflammation de I'endomeétre, est la troisieme maladie la plus frequente chez les chevaux, et la
premiere cause de stérilité chez les juments (Traub-Dargatz et al., 1991 ; Troedsson, 1999).
Il y’a plus d’une quarantaine d’années, la corrélation entre la PBIE et la baisse de la fertilité a

été remarquée (Hughes & Loy, 1969).

La prise en charge des juments susceptibles d'étre atteintes de la PBIE est une tache
ardue. L'embryon équin migre de la trompe utérine vers la lumiére utérine entre 144 et 168
heures aprés l'ovulation. (Freeman et al., 1991). Cela se produit en méme temps que
I'augmentation de la production de progestérone et du tonus du col de l'utérus, ce qui ne laisse
que peu de temps pour résoudre linflammation. Une neutrophilie persistante, une
accumulation de liquide intraluminale et la production prolongée de cytokines pro-
inflammatoires sont toutes embryotoxiques, et entrainent une diminution du potentiel de
fertilité de ces juments, que ce soit dans le cadre de la monte naturelle ou de I'insémination
artificielle (Robertson et al., 2018). L'inflammation persistante de I'endomeétre crée un
environnement utérin hostile pour I'embryon qui entre dans l'utérus, ce qui compromet la
récupération de I'embryon et les taux de gestation (Canisso et al., 2020), représentant la
raison majeure d’échec de conception d’aprés Gutjahr et al., (2000), ce qui a été en
concordance avec les résultats de notre recherche ou seulement 11.11% des juments atteintes

de PBIE ont pu concevoir.

Selon les résultats obtenus par Hanlon et al., (2012). Le taux de gestation du premier
cycle chez les pur-sang varie de 53, a 68% selon Nath et al., (2010), ce qui ne correspond pas
au resultat que nous avons obtenu ou le taux de gestation au premier cycle a été de 37,5%.

Le taux d’infertilité¢ dans notre étude a été de 55.6%, ce qui nous améne a revoir et a
contrler les autres causes d'infertilité, ou la susceptibilité a la PBIE dans notre étude reste
inconnue car les juments sujettes a la PBIE ici ne sont pas agées, il y a méme une jument
maiden, toutes avec un bon score corporel, aucun facteur anatomique prédisposant, mais la
stérilité et la non-conception dans les saisons précédentes, ce qui est en contradiction avec les
recherches antérieures de Ricketts and & Alonso, (1991) et Carnevale & Ginther, (1992),
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montrant que la susceptibilité a la PBIE est I'dge et la parité. Mais par contre nos résultats sont
identiques a ceux de J., Imboden et al., (2021). Qui n’ont pas trouvé de défauts anatomiques

chez les juments susceptibles a la PBIE.

Selon Zent et al., (1998), Il a été démontré que la PBIE se produit chez 15 % des
juments pur-sang normales, ces résultats ne sont pas identiques & ceux de notre étude, ou
seulement 5.55% des juments pur-sang ont été atteintes de PBIE, alors que 22.22% des

juments de race arabe-barbe ont été PBIE positives.
I1. Les moyens de diagnostic de la PBIE :

Plusieurs méthodes existent pour la mise en évidence des endométrites chez la jument,
tels que la palpation transrectale, ’examen vaginal, la culture utérine, la cytologie,
I’échographie, et la biopsie endométriale (Rahawy et al., 2022). Ou nous nous sommes basés
sur ces outils pour le diagnostic pour nos juments en plus des examens de sang comme
indiqué par Christoffersen, (2011).

A. L’échographie :

Parmi les facteurs qui prédisposent la jument & I’endométrite, nous trouvons les
défauts de I’appareil reproducteur, un antécédent de dystocie, une rétention placentaire, une
mauvaise évacuation utérine apres le dépot de sperme apres la saillie ou I'TA (Abd-El-Razek
et al., 2019). Une corrélation négative avec la fertilité lorsque les liquides au niveau utérin

s’accumulent plus de 24 heures (Katila, 2012).

La mesure de l'accumulation des liquides intra-utérins évaluée par échographie
représente une méthode courante pour mettre en évidence I'inflammation de I'endometre de la
jument (Luttgenau et al., 2021). Ainsi Le degré d'ecedéme utérin a été noté¢ de 0 a 3, 0
indiquant 1'absence d'cedéme et de 1 a 3 indiquant un cedéme de degré faible, modéré et sévere

selon Luttgenau et al., (2021).

Sur le plan clinique, les juments sont classées comme sensibles ou résistantes a
I'endométrite persistante induite par la saillie en fonction de leur capacité a éliminer cette
inflammation/infection 48 heures aprés la mise a la reproduction comme indiqué par Canisso
et al, (2020). La présence d'IUF pendant 1'cestrus peut suggérer une susceptibilité des juments

a la PBIE, lorsqu’ elle depasse une profondeur de 2 cm (Wojtysiak et al., 2020). Ce qui est en
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accord avec notre approche de diagnostic et justifie I’heure choisie pour faire le prélévement 3
(48h apres la saillie), et confirme la susceptibilité de nos 5 juments a la PBIE, ou nous avons

trouvé qu’a 48h apres la saillie, 4 juments avaient une IUF supérieure a 2cm.

Selon Reilas et al., (1997), les résultats que nous avons obtenus, ne sont pas
similaires, ou le liquide accumulé n’est pas forcément dans le corps de 1’utérus, mais Sse
trouve aussi dans les cornes utérines, et le liquide peut contenir des débris avec une apparition

trouble.
B. La cytologie endométriale :

Les moyens les plus utilisés pour diagnostiquer le dysfonctionnement de I’endomeétre
sont 1I’écouvillonnage, la cytobrosse, ou le lavage utérin a faible volume (Dlugolecka et al.,
2019). L'efficacité des différentes techniques a été largement étudiée et rapportée (Digby,
1978 ; Aguilar et al., 2006 ; Kozdrowski et al., 2015). Il a été suggéré que la cytobrosse soit
utilisée comme méthode de routine permettant d'améliorer les diagnostics, car la cytobrosse
était meilleure que I'écouvillon (Cocchia et al., 2012). Cependant, l'interprétation
standardisée des résultats cytologiques chez la jument n'est pas encore disponible et doit

encore étre revue (Cocchia et al., 2012 ; Walter et al., 2012).

L’utérus d’une jument saine et non malade est censé étre exempt de cellules

inflammatoires (Bohn et al., 2014).

Pour détecter les endométrites, différents criteres sont utilisés pour la quantification
cytologique des neutrophiles. Certains auteurs utilisent le pourcentage de 0.5 a 2.5 % de
neutrophiles par rapport aux cellules épithéliales de I'endométre comme marqueur de
I'inflammation (Ball et al., 1988 ; Nielsen, 2005 ; Overbeck et al., 2011 ; Walter et al.,
2012 ; Cocchia et al., 2012 ; McKinnon et al.,2011). D’autres font le comptage des
neutrophiles dans plusieurs champs 1000%, et diagnostiquent une endométrite, s’il y’a en
moyenne plus d’une cellule inflammatoire par champ (LeBlanc et al., 2007 ; Riddleet al.,
2007 ; Cocchia et al., 2012). Et, selon Luttgenauet al., (2021), Un nombre de PMN, a été
compté dans 10 champs choisis au hasard en utilisant la microscopie optique a un
grossissement de 400. Un total de >5 PMN a été considéré comme une endométrite aigué.
Dans notre cas, nous avons opté pour la méthode de (Luttgenau et al., 2021), vu la simplicité

et la rapidité de la technique.
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Malgre, le réle important et crucial que jouent les PMN dans I’¢limination de
I’inflammation utérine, et la stimulation de la synthese et la libération de PGF2a par
I’endométre, permettant 1’activation de la contraction utérine (Troedsson et al., 1995), tout en
exercant une activité phagocytaire et bactéricide (LUttgenau et al., 2021), L’augmentation
des PMN dans I’endométre chez les juments sensibles peut refléter une persistance plus
longue de lI'accumulation de PMN plutét que des différences dans les réponses cellulaires, et
peut étre un résultat plutét que la cause d'une inflammation prolongée (Woodward et al.,
2013).

Chez les juments en bonne santé, les premieres cellules PMN sont présentes dans
I'utérus une demi heure apres l'insémination artificielle (1A), atteignent leur maximum a 8
heures, restent élevées jusqu'a 24 heures, puis disparaissent pratiqguement 48 heures plus tard
(Wojtysiak et al., 2020). Par conséquent, les 6 heures suivant la reproduction ont été
considérées comme une période critique pour le développement de la PBIE et les juments
sensibles ont été considérées comme présentant un défaut dans le mécanisme de modulation
de I'inflammation (Woodward & Troedsson, 2013). Cette opinion a été confirmée dans notre
recherche, Les PMN étaient tres présents 6 heures apres la saillie ou I'lA, puis disparaissaient
48 heures plus tard, mais nous avons constaté que chez les juments ou le nombre de PMN
dépassait 5 par champ apres 6 heures de la monte ou d’'TA, la disparition de I'inflammation ne
se produisait pas aprés 48 heures et le nombre de PMN ne diminuait pas non plus ; la
persistance des fluides demeurait, les juments développaient une PBIE dans ces cas. Ce qui

rend exacte notre choix de prélevement a 6h et 48 h post-saillie.

Sachant que, L'examen cytologique ne permet pas de confirmer la présence d'une
endométrite (Reilas et al., 1997 ; de Borba et al., 2012). Mais la combinaison de la cytologie
et de I'examen échographique est un excellent prédicteur de la PBIE, comme nous l'avons
observé dans notre recherche. Cette combinaison peut confirmer la présence d’une

endométrite sans confirmer son origine.

En outre, les cellules PMN ont été plus souvent détectees en cytologie que les agents
pathogénes en microbiologie (Buczkowska et al., 2016), Ce qui a été justifié dans notre
¢tude. La raison est que certaines inflammations ne sont pas d’origine infecticuse (Kenney,

1978).
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C. La microbiologie :

L'inflammation apres la saillie est un phénomene normal qui peut étre causé par des
agents infectieux (c'est-a-dire des bactéries et des champignons) ou par des agents non
infectieux tels que le sperme. (Troedsson et al., 1998). En raison d'une activation déficiente
de la réponse immunitaire innée, les microbes introduits dans l'utérus au moment de la saillie

ne sont pas éliminés efficacement, ce qui entraine un risque d'infection (Canisso et al., 2020).

L'endométrite peut étre divisée en causes infectieuses et non infectieuses. Elles sont
souvent associées l'une a l'autre. Les signes cliniques de ces deux types d'endométrite peuvent
étre impossibles a distinguer, sauf que le premier type implique un ou des micro-organisme(s)
(Troedsson et al., 1995 ; Kotilainen et al., 1994).

Selon plusieurs études, le lavage a faible volume est le diagnostic le plus précis pour
identifier I'endométrite bactérienne (Morris et al., 2020). Ceci a été une raison pour laquelle,
nous avons choisi de faire I’examen microbiologique avec le lavage utérin a faible volume

dans notre recherche pour plus de certitude.

Alors que d'autres juments avaient une cytologie positive, leurs cultures microbiennes
étaient négatives, I'endométrite non infectieuse provoquée par une inflammation non traitée

serait I'explication la plus logique de cette observation (Diaz-Bertrana et al., 2021).

Une endométrite bactérienne a été signalée chez 25 a 60 % des juments sans poulain
(Barren) (Diaz-Bertrana et al., 2021). Dans la présente étude 70 % des juments barren
avaient une culture bactérienne positive, ceci est peut-étre di au choix de la technique de
prélevement dans notre étude (lavage utérin a faible volume), alors que les auteurs de cette
recherche ont travaillé avec 1’écouvillon. D'autre part, la variabilité des milieux de culture

utilisés dans I'étude pourrait également jouer un réle.

Lors d’étude menée par Diaz-Bertrana et al., (2021). Les milieux utilisés sont les
géloses Columbia, McConkey, Glucose-Sabouraud et Baird-Parker. La gélose Columbia
facilite la croissance des especes de streptocoques. La gélose McConkey permet la sélection
et la récupération des bacilles Gram- et inhibe la croissance des micro-organismes Gram+.
Quant a la gélose glucose-Sabouraud, elle fournit la croissance des organismes fongiques et
des levures. Enfin, la gélose Baird Parker facilite la croissance des especes de staphylocoques.
Ce qui est le cas dans notre étude pour le milieu de McConkey, mais nous avons utilisé la
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gélose au sang de mouton 5% + la gélose BEA pour faciliter la croissance des streptocoques,
le milieu Chapman pour les staphylocoques, le King A pour les Pseudomonas, et finalement le

Sabouraud pour la culture des levures et champignons.

Selon les études, les espéces bactériennes impliquées dans I'endométrite infectieuse
équine sont généralement des résidents du microbiote normal de la jument. Streptococcus equi
sous-espece zooepidemicus étant la bactérie la plus commune induisant I'endométrite chez la
jument. (Benko et al., 2015 ; Koskinen1987 ; Purswell et al., 1989 ; Waelchli et al., 1993 ;
Langoni et al., 1997). Cependant, d'autres études décrivent d'autres micro-organismes comme
des bactéries communes dans I'endométrite équine comme Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, sous-especes Pseudomonas et Staphylococcus aureus, Corynebacterium spp,
Bacillus spp, Actinomyces et Lactobacillus spp. (LeBlanc & Causey, 2009 ; Riddle et al.,
2007; Frontoso et al., 2008 ; Davis et al., 2013).

Dans 1’étude faite par Diaz-Bertrana et al., (2021), Le micro-organisme le plus isolé
était Staphylococcus spp, suivi par E. coli, tandis que Streptococcus equi Sous-espece
zooepidemicus n'a été isolé que chez deux juments. Les résultats de cette étude sont presque
identiques a ceux de notre travail ou nous avons remarqué que la bactérie la plus isolée a été
Escherichia coli 32 %, suivi par Enterococcus faecium 24%, et Staphylococcus spp 12%.
D’autres espéces ont été présentes dans nos isolats identiques a ceux de 1’étude de Diaz-
Bertrana et al., (2021), Comme Serratia odorifera et Aerococcus viridans. Mais nous

n'avons trouvé dans aucun de nos isolats les Streptococcus equi sous-espece zooepidemicus.

Ces différences dans les micro-organismes isolés ont été précédemment suggérées
comme étant dues aux différentes situations géographiques des juments incluses dans les
études, aux différentes populations de juments échantillonnées et a I'exposition a différents
médicaments antimicrobiens. (Davis et al., 2013), cette opinion justifie parfaitement les
résultats que nous avons trouvé dans la présente étude ou nous avons pu isoler des
microorganismes tels que : Photobacterium damsella, Pasteurella spp, Serratia mercescens,
Pasteurella trehalosi, mais avec une prévalence moins importante que les autres

microorganismes 4%.

Certaines juments ont présenté une cytologie positive mais une culture microbienne
négative. L'explication la plus plausible de cette observation serait une endométrite non

infectieuse induite par une inflammation non résolue. D'autres raisons pourraient étre les
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limites de la technique d'échantillonnage et la présence de biofilms produits par certains
microorganismes. En ce qui concerne la technique d'échantillonnage, la sensibilité des
différentes méthodes (a savoir 1’écouvillon a double gaine, la cytobrosse utérine et la biopsie
utérine) a été évaluée (Rodier et al., 2012). Ce qui justifie les prélevements de microbiologie
négative avec une cytologie positive dans notre étude.

Selon Diaz-Bertrana et al., (2021), un autre facteur a prendre en considération est
I'existence de différences entre les protocoles des laboratoires de microbiologie. De nombreux
facteurs peuvent affecter le résultat final d'une culture bactérienne tels que la méthode
d'échantillonnage, les conditions de transport vers le laboratoire, la conservation de
I'échantillon jusqu'a I'inoculation dans les boites de Petri, les milieux de culture utilisés et le
temps et les conditions d'incubation. Par conséquent, la comparaison entre les études peut
parfois s'avérer hasardeuse. Dans ce sens, il convient de mentionner que le laboratoire ne peut
pas toujours étre en mesure d'atteindre la catégorie d'espéce pour chaque bactérie isolée, ce
qui aurait pu étre partiellement le cas pour les autres bactéries ce qui modifierait peut-étre
partiellement le pourcentage de prévalence principalement dans les genres Staphylococcus et
Streptococcus, ce qui est en accord avec la méthodologie de notre travail, les milieux utilisés
au laboratoire de microbiologie, et les conditions de travail.

Escherichia coli, Staphylococcus aureus et les streptocoques hémolytiques, qui sont
des constituants normaux du microbiote du tractus génital de la jument, résidant
principalement dans le vestibule vaginal et la fosse clitoridienne, sont considérés comme des

micro-organismes opportunistes. (Hinrichs et al., 1988 ; Shin et al., 1979).

La présence de ces micro-organismes pourrait également étre considérée comme une
contamination de I'échantillon. Cependant, étant donné que toutes les juments incluses dans
I’étude de Diaz-Bertrana et al., (2021), présentaient une cytologie endomeétriale positive ou
des pertes vaginales anormales, la supposition que la croissance positive était représentative
de l'infection utérine, ainsi que les résultats de 1’étude confirment que les micro-organismes
impliqués dans I'endométrite équine varient fortement selon les circonstances, ce qui souligne
I'importance d'effectuer une culture bactériologique appropriée avant de prendre toute
décision thérapeutique dans I'endométrite équine. Cette hypothése est totalement justifiée par
nos résultats, ou la décision du traitement dépendait de la cytologie endométriale, ainsi que

I’échographie, et les symptomes présents.
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Sur le terrain, l'antibiothérapie de I'endométrite est souvent choisie de maniére empirique,
selon l'expérience personnelle du vétérinaire ou sur la base d'études antérieures, plutdt

qu'apres avoir effectué un test de sensibilité (Pyorala et al., 2014).

Cependant, ce n'est pas l'approche la plus appropriée pour le traitement de
I'endométrite, méme dans des conditions de terrain. D'aprés les tests de sensibilité,
I'antibiotique le plus efficace était I'amikacine, suivi de la gentamicine, selon Albihn et al.,
(2003) et Diaz-Bertrana et al., (2021). Nos résultats ont montré une sensibilit¢ a la
gentamicine et ’amikacine que lors de test de sensibilité effectué pour Escherichia coli et
Staphylococcus spp ce qui en accord avec les résultats d’Albinhn et al., (2003), et Diaz-
Bertrana et al., (2021), vu que dans les résultats de (Diaz-Bertrana et al.,2021), les especes
les plus isolées sont Escherichia coli et Staphylococcus spp. Mais dans notre cas la

Pasteurella spp était résistante aux deux antibiotiques précités.

Cependant, des rapports plus récents des Etats-Unis ont observé des efficacités
généralement plus élevées pour le triméthoprime-sulfonamide (>90%), suivi par I'amikacine
(>80%) (Mitchell et al., 2018).

En fonction des résultats trouvés par Pisello et al., (2019), et confirmés par Diaz-
Bertrana et al., (2021), la réponse a l'antibiothérapie varie en quand différents micro-
organismes sont pris en considération. La comparaison des résultats de sensibilité entre les
études est un exercice difficile car les résultats sont influencés par la situation géographique
ou méme le traitement antibiotique. Ainsi, les micro-organismes Gram+ ont montré la plus
grande sensibilité & I'amikacine suivie de la gentamicine. Tandis que les micro-organismes
Gram- ont montré la plus grande sensibilité a I'amikacine, suivie de la céfoxitine et de la
gentamicine. En allant plus loin, des variations espéces ont été observées, alors que
I'amikacine s'est révélée étre un antibiotique efficace pour les bactéries isolées le plus souvent,
la gentamicine s'avére efficace pour E. coli, Streptococcus spp. et Pseudomonas aeruginosa,
mais pas dans les infections induites par Staphylococcus spp. En ce qui concerne les
infections a P. aeruginosa, ce micro-organisme s'est avéré trés sensibles a des antibiotiques
tels que le triméthoprime-sulfonamide et la céfoxitine, qui n'ont pas n'ont pas montré une

grande efficacité en général.

Ces résultats sont en accord avec ceux de notre étude, ou la gentamicine a été efficace

pour E. coli, et résistante pour Staphylococcus spp. Concernant 1’amikacine qui a montré une
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sensibilité pour Staphylococcus spp, qui est parmi les especes les plus couramment isolés, ce
qui est en accord avec les reésultats des deux précédentes études. La céfoxitine a montré une
résistance pour E.coli qui est une bactérie Gram-, ce qui contredit les resultats des deux études

qui ont indiqué que la céfoxitine est sensible pour les bactéries Gram-.

Dans notre étude les antibiotiques qui ont été sensibles pour E.coli sont : céfotaxime,
Ceftazidine, gentamicine, chloramphénicol, et la pénicilline. Selon Dascanio, (2011). Les
antimicrobiens les plus couramment utilisés pour traiter I'endométrite sont les B-lactamines
(par exemple, le ceftiofur, I'ampicilline, la pénicilline) et les aminoglycosides (par exemple, la
gentamicine et I'amikacine), En outre, les aminoglycosides (par exemple, la gentamicine et
I'amikacine) doivent étre tamponnés avec du bicarbonate de sodium pour contrebalancer leur
pH acide de 4 (Canisso et al., 2016 ; LeBlanc, 2009). Ce qui a justifié notre choix de
pénicilline, qui est un antibiotique efficace et disponible sur le terrain, et n’a pas besoin d’étre
tamponné. Ce qui nous a mené a traiter la jument atteinte de staphylococcus spp au miel qui a
montré une résistance a la pénicilline, et la jument atteinte de Pasteurella spp qui a montré

une antibiorésistance a tous les antibiotiques.
D. Le dosage sanguin :
1. Dosage hormonal de la progestérone :

Les hormones stéroidiennes sont des régulateurs importants de la physiologie de la
reproduction chez la jument. L'eestradiol et la progestérone sont a 1'origine de changements
spectaculaires dans les tissus reproducteurs pendant le cycle cestral et au début de la gestation

(Hartt et al., 2005).

Dans le passé, les modifications du corps jaune au cours des cycles cestraux chez les
juments ne pouvaient étre surveillées qu'a l'aide d'une échographie (Bollweinnet al., 2002).
En déterminant le taux de progestérone plasmatique (Evans & Irvine, 1975 ; Meinecke et
al., 1987; Townson et al., 1989).

Pendant le cycle cestral, une angiogenése importante a lieu dans le CL (Hansel &
Blair, 1996). Cette néovascularisation est essentielle pour le substrat nécessaire a la
biosynthese de la progestérone et a la sécrétion d'autres hormones stéroides par les cellules
lutéales (Carr et al., 1982).

81



Discussion

Il est de plus en plus évident que l'inflammation de l'utérus altere la fonction des
ovaires. Par exemple, la concentration de progestérone (P4) dans le sang, qui reflete la
fonction du CL était réduite chez les juments souffrant d'inflammation utérine (Ginther et al.,
1985 ; Adams et al., 1987). Ces résultats ne sont pas compatibles avec les notre ou la
concentration plasmatique de P4 était inférieure a 1 ng/mL dans les 3 échantillons en
moyenne, et le niveau de progestérone augmente au cours des différentes phases de
prélevement. Ce qui confirme le résultat de Terblanche et Maree (Terblanche and Maree,

1981), ou la valeur de progestérone pendant I’cestrus ne dépasse pas 1ng/ml.
2. Hématologie et la biochimie sanguine :
L’hématologie :

La numération sanguine complete (NSC) fournit des informations au-dela de la
concentration des cellules sanguines. Il est possible davoir un apercu des processus
pathologiques, leur gravité et méme les diagnostics peuvent étre de I'némogramme, en
particulier lorsqu'il est associé & une en conjonction avec un film de sang périphérique. Une
seule NFS n'est qu’instantanée dans le temps. Plusieurs sont bénéfiques pour mieux
comprendre un processus ou l'amélioration d'un processus pathologique (Walton et al.,
2021).

Les altérations hématologiques refletent souvent I'état de l'individu ou une réponse
globale a une situation pathologique. Les résultats doivent étre interprétés en tenant compte
différentes données relatives au patient, telles que I'age, la race, le sexe, la méthode de
ponction veineuse, la saison, le statut de la reproduction, I'entrainement, I'exercice physique,
I'administration de sédatifs et de tranquillisants, les rythmes biologiques circadiens, l'altitude,
et les informations fournies par I'examen clinique (Messer, 1995 ; Mufioz et al., 2010 ; Trigo
etal., 2010 ; Satué et al., 2009 ; Satué et al., 2010 ; Satué et al., 2011 ; Satué et al., 2012).

Les leucocytes :

Le leucogramme comprend les données numériques et morphologiques des globules
blancs. Le leucogramme, comme les indices érythrocytaires, peut fournir des informations sur
la présence d'un processus pathologique ou physiopathologique, mais conduit rarement a un
diagnostic spécifique (Walton et al., 2021). Les modifications du leucogramme équin
constituent rarement un diagnostic primaire, mais peuvent fournir des indices sur les

processus sous-jacents (Brooks et al., 2022).
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Pendant la lecture du bilan leucocytaire, nous n’avons pas trouvé de changements
significatifs, par contre nous avons trouvé quelques valeurs au-dessous ou au-dessus du seuil,
chez quelques juments dans un seul préléevement, mais chez une jument agée de 20 ans, une
diminution des GB dans les 3 prélévements. Ce qui est justifié selon Pusterla & Higgins,
(2017). Ou la leucopénie peut concerner l'une ou I'ensemble des lignées cellulaires. De légeres
diminutions en dessous de l'intervalle de référence chez des chevaux par ailleurs en bonne
santé sont dues a I'dge ou a d'autres facteurs de répartition et n‘ont que peu ou pas de

signification clinique.
Les neutrophiles :

Lorsque l'inflammation est établie, un orchestre de médiateurs chimiques module de
nombreux événements. La vasodilatation et les substances chimiotactiques agissent pour
augmenter la sortie des neutrophiles du bassin local marginalisé vers la lésion inflammatoire
(Thrall et al., 2012). Les neutrophiles participent aux réponses inflammatoires par la chimio-
attraction dans les sites d'inflammation des tissus et la phagocytose d'organismes et d'autres
matériaux étrangers. Apres la phagocytose, les granules lysosomales fusionnent avec les
phagosomes pour détruire les organismes et dégrader le matériel par digestion enzymatique
(Thrall et al., 2012).

La neutropénie n'apparait qu'en cas de pathologie. Elle résulte d'une diminution du
nombre de neutrophiles entrant dans le sang périphérique que de ceux qui quittent le sang
périphérique, ou de la séquestration ou de la destruction -des neutrophiles dans la
microcirculation (Tyler et al., 1987). Dans notre recherche 3 juments avaient une neutropénie

dans les 3 prélévements, mais sans influence sur 1’état général des juments.

Les éosinophiles et basophiles :

L'éosinophilie et/ou la basophilie sont également des anomalies rares du leucogramme
qui doivent inclure une maladie endoparasitaire ou ectoparasitaire, hypersensibilité,
conditions dermatologiques, réaction a un corps étranger ou a une stimulation antigénique,
maladie fongique, irritation des tissus riches en mastocytes (tels que la peau, les poumons, le
tractus gastro-intestinal ou le tractus génital féminin), mastocytose/néoplasie des mastocytes,
maladie myéloproliférative ou myéloproliférative ou la leucémie de ces lignées cellulaires
(Barrelet & Ricketts, 2002 ; Pusterla, & Higgins2017). Nos résultats ne sont pas en accord
avec, vu I’absence d’¢€osinophilie chez toutes les juments, et la présence de basophilie d’une

facon pas réguliere dans les différents prélevements.
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Les monocytes :

Nous avons trouvé la présence d’une monocytose chez une seule jument durant les 3
prélévements, ce qui pourrait étre justifi¢ par la présence d’une nécrose ou d'inflammation
chronique selon Pusterla & Higgins, (2017), et qui a indiqué que c’est une anomalie peu
fréquente du leucogramme, ce qui est approuvé par notre étude aussi, vu la présence d’une

monocytose d’une facon anarchique chez le reste des juments.
Les lymphocytes :

La lymphopénie peut étre causée par les glucocorticoides, la perte de lymphocytes du
canal thoracique (chylothorax) ou de l'intestin (lymphangectasie), les médicaments
immunosuppresseurs et les déficits héréditaires en lymphocytes T (Tyler et al., 1987). Nous
résultats ne sont pas en accord avec ces derniers vu que la lymphopénie, n’était pas présente

d’une facon hiérarchique dans les différentes prises de sang analysées.
Les hématies :

Le cheval est unique par rapport a la plupart des autres espéces de mammiferes, car la
rate est un organe tres volumineux., qui stocke jusqu'a un tiers des globules rouges, et cette

réserve peut étre mobilisée par I'exercice, le stress ou I'excitation (Meliani et al., 2014).

Des concentrations faibles de réticulocytes ont été détectées chez des chevaux
anémiques (Weiss & Wardrop, 2011). C’est ce que nous avons trouvé chez 3 juments durant
les 3 prélevements. Ou nous pensons que cette anémie n’est pas grave vu 1’état général des
juments, ceci est justifié par Balan et al., (2019), qui selon lui le sang équin contient peu de
réticulocytes circulants par rapport a d'autres especes, méme en cas d'anémie légere a
modéree. Cela est probablement di a la grande capacité de stockage et de tamponnage des GR
de la rate équine.

L'érythrogramme comprend généralement les éléments suivants : numération des GR
(x10°%/uL), hématocrite ou volume de cellules concentrées (%), concentration d'hémoglobine
(Hb) (pg/dL), volume globulaire moyen (VGM) (fL), concentration d'Hb (TCMH) (pg) ;
concentration d'Hb cellulaire moyenne (CCMH) (g/dL) (Walton et al., 2021).
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L’hémoglobine et I’hématocrite :

L'anémie est définie comme une diminution absolue ou relative de 1’hématocrite, de
I'hnémoglobine et des globules rouges circulants (Satué et al., 2014). Ceci est en accord avec
nos résultats, ou nous avons trouvé que les juments qui avaient une diminution dans le taux

des GR, avaient aussi une diminution dans le taux de 1I’Ht, et Hb.

Les chevaux atteints d'une anémie légére a modérée ne peuvent avoir aucun signe
clinique évident ou seulement une léthargie et des muqueuses Iégerement pales (Satué et al.,
2014). Pour l'interprétation des données hématologiques chez les chevaux, il faut tenir compte
du fait que I’Ht est instable. L’Ht chez les chevaux est trés variable, en raison de I'innervation
importante de la rate et de son rdle de réservoir de sang, qui peut stocker plus d'un tiers du
volume sanguin (Satué et al., 2014). Ces résultats ne correspondent pas aux notre. L’Ht a

diminué exactement comme 1’Hb et le taux des GR justifiant la présence d’une Iégere anémie.
VGM, TCMH, CCMH :

Les indices érythrocytaires, VGM, TCMH et CCMH, sont particuliérement utiles pour
évaluer et catégoriser les processus anémiques. En clinique, les indices les plus utilisés sont le
VGM et CCMH, qui indiquent respectivement la taille moyenne des globules rouges et la
quantité de HB qgu'ils contiennent (Messer, 1995 ; Morris, 1998).

En fonction du VGM, les érythrocytes peuvent étre classés comme normaux ou
normocytaires (diametre moyen des GR équins normaux : (5-6 ; 5,7 um), plus petits que la
normale ou microcytaires ou plus grands que la normale ou macrocytaires. Selon la CCMH,
les érythrocytes sont classés comme étant normochromes, s'ils ont une quantité normale de
HB, ou hypochromes, si la quantité d'hémoglobine est inférieure a la normale (Lording,
2008).

Dans notre travail, nous avons trouvé que les taux du VGM, et CCMH sont normaux,
ainsi que les valeurs non conformes de la TCMH ne sont pas en relation avec la diminution du
taux d’HB et le nombre des GR, ce qui justifie la présence d’une Iégere anémie, justifiée par

la particularité de la rate du cheval, comme indiqué par Balan et al., (2019).
Les plaguettes sanguines :

Les plaquettes jouent un rdle essentiel dans les processus d'hémostase et dans la

modulation des réactions inflammatoires et immunologiques (Satué et al., 2017).
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Les concentrations plaquettaires équines sont parmi les plus faibles rapportées pour les
mammiferes. (Boudreau & Ebbe, 1998).

Dans notre travail, nous avons remarqué que dans certains prélevements, le taux de
plaquettes a diminué, mais pas chez une jument particuliére dans toutes les phases de prise de
sang, nous avons justifié ce résultat par une mauvaise prise de sang qui peut influencer le taux
des plaquettes, comme 1’a prouvé (Weiss & Wardrop, 2011), qui selon lui, afin d'établir un
diagnostic de thrombocytopénie vraie chez le cheval, il est important que les échantillons de
sang soient préleves avec précision afin d'obtenir des concentrations plaquettaires adéquates,
Des ponctions veineuses répétées, des changements dans le flux sanguin ou un retard dans la
réalisation de lI'analyse modifient la numération plaquettaire. L'agglutination plaquettaire est
un signe d'activation et d'agrégation plaquettaire pendant le prélevement sanguin. En

conséguence, NoUs pouvons avoir des concentrations plaquettaires basses par erreur.
La biochimie sanguine :
Le dosage des protéines totales :

Les valeurs moyennes de la concentration de protéines totales 18 juments se situent
dans l'intervalle de référence pour I'espéce équine selon Fonteque et al., (2015), sauf pour 3

échantillons, les PT circulantes dans le sang, les valeurs ne sont pas restées dans les normes.

Dans notre étude, 1I’évaluation des parameétres hémato-biochimiques n'ont pas montré
de grandes variations pour la plupart des parametres, 1’objectif de voir si la PBIE avait une
relation avec les modifications hématologiques et biochimiques n’avait pas été atteint, mais
justifie le travail de (Katila, 2016). Indiquant que les tests hématologiques et la biochimie
sérique ne sont pas considérés comme des indicateurs utiles de I'endométrite équine en raison

de la nature locale de I'endométrite post-saillie chez la jument.
E. La biopsie utérine :

La biopsie de I'endométre est une procédure standard pour I'évaluation de I'état de
santé de l'utérus de la jument depuis de nombreuses années. Il s'agit d'une méthode sdre,
pratique et trés utile. (Buczkowska et al., 2016). La biopsie de I'endometre est un marqueur
reconnu de la santé de l'utérus et de la fertilité préevue (Schlafer, 2007), et il a été suggéré que

les pathologies endomeétriales sont en corrélation avec la susceptibilité a I'endométrite induite
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par la saillie (Woodward et al., 2012). Cette technique est sdre, facile a et peut étre utilisée

par le vétérinaire praticien avec un minimum d'équipement (Doig et al., 1981).

On a émis I'nypothése que les juments ayant des scores de biopsie de IIB et IlI
(indiquant des changements plus dégénératifs) sont plus susceptibles de développer une
inflammation et une infection de l'utérus que les juments ayant les scores | et IIA
(Buczkowska et al., 2016).

Parmi les objectifs de cette étude, était d'étudier les associations entre le score de la
biopsie de I'endomeétre et la présence de PMN dans I'épithélium et le stratum compactum a
I'nistopathologie. Dans notre étude le taux de PMN dans la biopsie utérine était réduit, ces
résultats confirment les observations de Buczkowska et al., (2016), et plusieurs autres auteurs
(Doig et al., 1981 ; Hoffmann et al., 2009 ; Kenney and Doig, 1986), qui indiquent que
dans I'histopathologie, la fréquence la plus élevée de détection de cellules inflammatoires a
été observée chez les juments avec un score de biopsie Ill, et que dans notre étude le score de
biopsie attribué était l1A.

I11. Le traitement alternatif au miel :

Depuis la découverte les antibiotiques dans les années 1940, ont eu un impact
extrémement positif sur la santé humaine et animale. Cependant, I'augmentation continue de
I'émergence de souches bactériennes résistantes aux antibiotiques a rendu plus difficile le
traitement des infections bactériennes avec ces antibiotiques Li et al., (2023). Des recherches
approfondies ont été menées sur diverses solutions de remplacement des antibiotiques par les
produits naturels. Le miel Algérien est déja connu pour son activité antimicrobienne contre les

levures, bactéries a Gram positif et a Gram négatif.

Li et al. (2023) ont démontré que le miel pouvait inhiber la croissance de
Staphylococcus aureus dans les plaies infectées. De méme, Al-Musawi et al., (2020) ont
montré que le miel possede une activité antimicrobienne efficace contre contre Pasteurella
multocida, Klebsiella rhinoscleromatis, Staphylococcus pyogenes et Vibrio vulnificus. 1l est
intéressant de noter que, comme l'ont montré des études antérieures, tous les micro-
organismes testés in vitro restent sensibles au miel et aucun ne présente de résistance au miel,
en raison des multiples facteurs qui exercent leurs effets par le biais de différents mécanismes
(Khataybeh et al., 2023), cette étude est en accord avec nos résultats uniquement contre les

pasteurelles.

87



Discussion

Les facteurs antimicrobiens du miel sont probablement dus & divers composants :
peroxyde d'hydrogéne (H202), défensine-1 de l'abeille, la forte concentration en sucre du
miel crée un stress osmotique éleve, composes phénoliques (flavonoides et acides
phénoliques) ainsi que son faible pH (4.5). Tous ces facteurs et les propriétés sont présents
dans de miel a des degrés divers, en fonction des différentes origines botaniques,

géographiques, conditions climatiques et de la durée de stockage. (Khataybeh et al., 2023).

Nous avons constaté que la perfusion de miel s'est accompagnée d'une augmentation
du volume des fluides utérins, ce qui explique son effet osmolaire. (Weston, 2000 ; Bang et
al., 2003Chez les juments avec une IUF appelant un apport sanguin de la lumiere
endomeétriale qui est en stase pendant I'inflammation, ce qui favorise une bonne circulation
sanguine. Cela a été démontré par Allano et al., (2009), que le miel devrait également

favoriser le drainage des glandes endométriale.

Le rétablissement de 1’état de la jument, la disparition des liquides accumulés, ainsi
que la microbiologie négative, justifie 1’efficacité du miel et son effet antibactérien (Weston,

2000 ; Bang et al., 2003).
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Les études sur les endométrites post-saillie chez la jument en Algérie et méme en Afrique
sont a ce jour fragmentées et encore incomplétes, appelant des études aptes de couvrir ce manque

de donnees dans la plupart de ses pays.
Sur la base des résultats présentés dans cette these, on peut conclure que :

Les juments résistantes et sensibles a la PBIE ont montré une réponse inflammatoire
endométriale et une capacité d'élimination utérine significativement différentes face a cette

derniére.

De plus, la prédisposition des juments a ce genre de probléme n’est forcément pas en
relation avec 1’age, ce qui a été¢ prouvé dans notre étude ou les juments touchées par la PBIE
n’ont pas été toutes adultes, et avaient un statut sanitaire adéquat, une bonne conformation

vulvaire, une alimentation riche, et un bon climat.

Les endométrites post-saillie chez la jument représente une cause d’infertilité, peu
importe I’origine infectieuse ou non de cette dernicre, mais ¢ca n’empéche pas de mener des
études plus poussées sur la relation de I’infertilité avec les endométrites chez la jument et traiter
les autres causes d’infertilit¢ dont le taux était de 55.6%, alors que la non conception qui est

probablement causée par la PBIE représente le taux de 16.66% dans notre étude.

Nous avons pu constater a travers les études, et aussi nos résultats que la PBIE peut avoir
une relation avec la race ou seulement 5.55% des juments pur-sang ont été atteintes de PBIE,

alors que 22.22% des juments de race arabe-barbe ont été PBIE positives.

Parmi les moyens de diagnostic de I’endométrite induite par la saillie nous trouvons
I’échographie, qui est indispensable pour mettre en évidence cette dernicre et déterminer le score
d’accumulation des liquides au niveau utérin, et quelle partie de 1’utérus contient le liquide, et
aussi nous orienter vers le pronostic. La présence de 1’échographe est impérative dans 1’élevage

et doit faire partie du matériel que doit avoir un vétérinaire clinicien.

La présence des liquides au niveau utérin confirme la susceptibilité des juments a la
PBIE.
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Sachant que le diagnostic des PBIE par échographie est tres important, mais ne peut pas
confirmer 1’origine de cette inflammation d’ou la nécessité d’autres moyens tels que, la

cytologie, la microbiologie, et la biopsie utérine.

Ces examens représentent une approche compléte pour déterminer la cause et I’origine de
I’endométrite, et qui doit étre obligatoirement associée a une anamnése bien détaillée pour
recueillir le maximum d’informations sur 1’état des juments, et orienter notre diagnostic pour une

approche correcte.

La cytologie endométriale est un examen trés important, au méme temps simple a
pratiquer et ne nécessite pas des conditions d’asepsie rigoureuse, il doit étre considéré comme un
examen de routine dans les élevages équins spécialisés dans la reproduction, et que le vétérinaire
doit la pratiquer pour confirmer la présence d’une inflammation. Cette derniere a montré plus
d’efficacité lors d’utilisation de la cytobrosse que lors d’utilisation d’un écouvillon ou de faire un

lavage utérin.

Cette observation montre la concordance entre le diagnostic par échographie et cytologie

qui doivent étre toujours effectués au méme moment.

Les milieux de culture choisis, et la technique de prélévement ont une conséquence sur
les bactéries identifiées. La méthode la plus précise pour I’identification des bactéries au niveau

utérin chez la jument est le lavage utérin a faible volume.

La PBIE peut avoir aussi une origine infectieuse d’ou le besoin d’une étude microbiologique, qui

par laquelle les microorganismes ont été présents encore plus durant le 2°™ prélévement, ce qui

nous laisse suggérer que 1’accouplement est un moment propice pour la pénétration des germes.

Le choix de [I’antibiotique de traitement de la PBIE dépend des résultats de
I’antibiogramme, ainsi que la sensibilité de 1’utérus et sa tolérance au traitement, puisque pas
tous les antibiotiques qui peuvent étre administrés par voie systémiques sont autorisés a étre

administrés par voie locale.

L’antibiotique administré dans notre étude, et le plus toléré par 1’utérus, ainsi disponible
sur terrain a été de la famille des B-lactamines (Pénicilline), mais chez certaines juments il n’a
pas eté d’une efficacité, d’ou le recours a un traitement alternatif (le miel) pour ses

caractéristiques antibactériennes et antiinflammatoires.
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Conclusion et recommandations

Dans notre résultat obtenu ont mis en évidence le pouvoir antibactérien du miel
d’euphorbe. Toutefois, des études supplémentaires sur un grand nombre des bactéries isolées et a
de plusieurs concentrations du miel doivent étre menées afin de confirmer ’efficacité du miel

testé.

Le dosage hormonal de la progestérone n’a montré aucun changement chez toutes les
juments qui n’a donné aucun résultat significatif, en plus c’est un moyen cher pour I’éleveur, et

ne peut étre fait qu’a titre de recherche.

L’hématologie et la biochimie sanguine n’ont montré aucune efficacité pour le diagnostic
de la PBIE vu sa nature locale et pas systémique, les changements retrouvés sont en relation avec

I’état sanitaire de la jument.

La biopsie utérine est une approche standard pour I'évaluation de I'état de santé de

I'utérus de la jument, ¢’est un moyen trés révelateur et précis.

En se basant sur les résultats nous pouvons conclure que les réponses inflammatoires
prolongées et une élimination utérine retardée des agents pathogénes et du liquide intra-utérin
semblent étre des facteurs clés dans la pathogenése de I'endométrite persistante. L'étiologie de la
susceptibilité est cependant multifactorielle et des recherches supplémentaires sont nécessaires
pour déterminer le réle exact des infections persistantes dans la baisse de fertilité observée chez

les juments sensibles
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ABSTRACT

Post-breeding endometritis is one of the most frequent problems of infertility in mares, and it can be difficult to treat
and result in significant economic loss.The objective of this study was to diagnose post-breeding endometritis
(PBIE) in order to avoid chronic endometritis, to identify the risk factors, and examine the relationship between
pregnancy results and the presence of inflammation detected by ultrasound, cytology, microbiological culture, and
progesterone measurement. The overall of the 15" mares aged between 4 and 20 years old were randomly selected
from the 100 mares examined during the 2022 breeding season. Transrectal ultrasonography (B-mode) was used to
examine the mares, when a follicular diameter of at least 35 mm was observed, the first sample was taken 24 hours
before mating or artificial insemination, the same sample was taken 6 and 48 hours after including low volume
uterine lavage for microbiology, blood sample for progesterone measurement and uterine cytology with a cytobrush.
Pregnancy rate was 40%, and plasma concentration of progeterone (P4) was increasing during the 3 samples and
less then 1 ng/mL. PBIE was detected by ultrasonography, the presence of fluids 48 hours after mating only in 3
mares with a degree > 2. Cytology was negative before mating in all mares, a polymorphonuclear neutrophil (PMN)
peak was encountered at 6h and the PMN number disappeared at 48h except in the mares where uterine fluid was
present and PMN number was >5 by field. Finally microbiology showed the presence of many microorganisms in
mares with PBIE and even with no PBIE, and antimicrobial susceptibility were evaluated, the mares developed
antibiotic resistance and no antibiotics were effective.These observations showed that PBIE is one of the factors
causing infertility to which attention should be paid, ultrasound and cytology are good means of diagnosing it,
microbiology helps in the treatment.

Key words : post-breeding endometritis, infertility, cytology, microbiology, ultrasonography.
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INTRODUCTION

The third most prevalent disease afflicting mares and the main cause of sub fertility is endometritis, which is an

infection or inflammation of the endometrium (Traub- Dargatz et al., 1991; Troedsson, 1999).

In the past, endometritis was believed to be caused solely by a bacterial or fungal infection. However, early research
discovered a similar neutrophil response whether the mare was exposed to sperm, saline, or bacteria (Canisso et al.,
2020).

Despite the existence of infectious and non-infectious endometritis causes in clinical practice, they frequently co-
occur. The only difference between these two types of endometritis' clinical signs is that the first type involves
microorganisms. Unfortunately,there are currently only a few controlled investigations contrasting infectious vs non-
infectious endometritis in mares (Troedsson et al., 1995; Kotilainen et al., 1994).

The mare's endometrium's inflammatory response to breeding is a natural process required to clear the uterus of
extra spermatozoa and contaminated microorganisms (LUttgenau et al., 2021).When semen is deposited into the
uterus during mating or artificial insemination, PMN cells are rapidly chemotaxised into the endometrial tissue and
uterine lumen (Wojtysiak et al., 2020).

The highest PMN concentration in the uterine lumen is predicted to peak after 4 to 8 hours, (Katila, 1995;
Woodward et al., 2013; Zerbe et al., 2003), and PMNSs are generally eliminated since the inflammation subsides in
24 to 36 hours (Troedsson, 1999). This allows the uterus of resistant mares to (PBIE) to be cleaned of inflammatory
fluid, bacteria, and extra spermatozoa (Katila, 1995; Troedsson, 1999).

Consequently, the 6 hours following breeding were considered as a crucial moment for the genesis of PBIE, and
mares who were susceptible were considered to have a weakness in the inflammatory modulating process
(Woodward and Troedsson , 2013).

Clinically, mares' ability to recover from this inflammation or infection by 48 hours after breeding determines
whether they are susceptible to or resistant to persistent breeding-induced endometritis (PBIE) (Canisso et al., 2020).
According to Brinsko et al. (2003), the presence of intra uterine fluid (IUF) retention with a diameter >20 mm for at
least 72 h confirmed mares' susceptibility to PBIE. Some intra uterine fluid was seen in resistant mares without fluid
retention, but only for the first 12 hours.

The risk factors for IUF accumulation in diestrus include the mare's age, parity, poor perineal conformation, uterine
infection, location of the uterus within the abdominal cavity, aberrant cervical function, and excessive fluid retention
during estrus, and uterine biopsy scores 1IB and Ill (increasing of fibrotic and inflammatory changes in the
endometrium) (Brinsko et al. ; 2003; Bucca et al., 2008; Christoffersen et al., 2015; Katila, 2012; LeBLANC et al.,
1994; Troedsson, 1999; Woodward et al., 2012 ; Woodward and Troedsson, 2013).

Based on the literature, uterine inflammation also affects the ovaries function. Indeed, blood progesterone (P4)
concentration decreased in mares with uterine inflammation, reflecting lower corpus luteum (CL) function.
(Luttgenau et al., 2021).

Regrettably, there are no endometritis prevalence figures available in Algeria, which equates to an absence of an
early diagnosis. As a result, the infertility rate has grown, having a significant economic impact.

In this context, the objective of this study was to diagnose PBIE in order to avoid chronic endometritis, to identify
the risk factors, and examine the relationship between pregnancy results and the presence of inflammation detected
by ultrasound, cytology, microbiological culture, and progesterone measurement.

MATERIAL AND METHODS

Animals

During the administrative season (February 15" — June 30™) of 2022, 100 mares were examined daily by ultra
sound, we randomly selected 15 mares whose races are : 6 (arabian beard), 3 (beard), 6 (thoroughbred).

Aged between 4 and 20 years old, with a body score not less then 2/5, non-pregnant, clinically healthy, normally
cycling, fed with barley and wheat straw.

All manipulations were clinically needed, hence the Ethical Committee's approval was not necessary. Owners'
written permission to use the data was acquired.
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Study area

The study was conducted in the Tiaret region, which covers an area of 20,399 km? and is about 160 km from the
Mediterranean coast. The annual temperature ranges from 6 to 25 °C and the annual precipitation totals range from 4
to 69 mm.

Ultrasonography

It was done with an ultrasonic scanner and a linear-probe 5-8 MHz (Sonoscape A6). Every two days starting in
early estrus, an ultra sound examination of the reproductive system was done, then another one 6 hours after
mating/Al, (and also after 48 hours to determine the ovulation of the mares).The dominant follicle's diameter,
endometrial edema, the presence and measurement of IUF were all noted. Additional ultra sound examinations were
done 14 and 45 days after ovulation for pregnancy diagnosis.

Experimental design

Transrectal ultrasonography (B-mode) was used to examine the mares every two to three days in order to identify
the start of estrus.Once the dominant follicle had a diameter of around 30 mm and there was uterine edema,
examinations were done every day.

When a follicular diameter of at least 35 mm was observed, the first sample was taken 24 hours before mating /
artificial insemination:

Low volume uterine lavage 60mL (saline / physiological water) for microbiology with an adminisration of 2mL of
oxytocin after each uterine lavage.

Blood sample from the left or right jugular vein for the progesterone measurement in a tube containing heparine as
anticoagulant.

Uterine cytology with a cytobrush.

After mating/artificial insemination 2 more identical samples were taken at 6 and 48 hours.

Echography
Low uterine lavage +oxytocin

Blood sampling

cytobrush Pregnancy
diagnosis

ﬂ L1

Day-3 -2 -1 0 (Mating /AT)

100

Oh 6h 12h 18h 24h 30h 36h 42h 48h (Ovulation) Hours
Echography Echography
Low uterine lavage +oxytocin Low uterine lavage + oxytocin
Blood sampling Blood sampling
cytobrush cytobrush

Figure 1. Experimental Design.

Artificial insemination (Al) with fresh semen

Three of the fifteen mares were inseminated with the same fresh semen. The semen was collected using an artificial
vagina, and was filtered to separate the gel,then a spermogram was performed to see the sperm concentration/mL (
minitube, SDM1, calibrated for equine).Semen is mixed with diluents, gentamicin .

Before Al, the mare’stail was bandaged, and the ano-vulvar region is washed scrubbed with povidone-iodine and
dried with a paper towel. An insemination dose (40 mL of semen with total number of sperm above200x10°, with
spermatozoa motility above 60% was deposited into the uterine body using a sterile insemination catheter by a hand
covered with a sterile obstetrical sleeve and sterile gel through the vagina and cervix.
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Sample collection

Prior to each sample collection,the perineal region of the mare was prepared in the same way as for Al.

Then,uterine lavage was done using a sterile catheter placed in a sterile 60mL syringe containing saline warmed to
38°C. Briefly, the sterile catheter was manually guided into the uterus by a hand covered with a sterile obstetrical
sleeve and sterile gel.

After that, the fluid was collected, the amount collected ranges from 10 to 55 mL.

Using cytobrush, endometrial cells were obtained.The cytobrush was guided by transvaginal manual assistance
through the cervix, and a cell sample was taken from the uterine body.

The cytobrush was immediately spread on an object slide, air-dried, fixed, and stained with Diff-Quick
(SHANDON, KWIK-DIFF™, Kit cat N0.9990700, 500mL/160z), and then evaluated by light microscopy. In order
to evaluate inflammation under 400x magnification.

Immediately during each sample,a blood sample was collected from the right or left jugular vein into a tube
containing Heparine as anticoagulant. Tubes were immediately placed on ice and plasma was separated by
centrifugation, and P4 concentrations were measured.

Endometrial bacteriology and cytology

The number of polymorphonuclear neutrophils (PMN) was counted in 10 different, randomly selected fields of view
using light microscopy at 400 magnification, in agreement with a modified schedule of Prieto et al. (2012), acute
endometritis was defined as having > than 5 PMN over all.

Samples were cultured in MacConkey Agar, Glucose Sabouraud Agar, Chapman Agar, BEA Agar, 5% sheep’s
Blood Agar, King A Agar to allow as many of the potentially present microorganisms to grow.

If the culture was positive.

Gram staining and biochemical tests, specifically the catalase, coagulase, and oxidase tests, were initially used to
identify colonies. Then, API tests were also conducted (BioMérieux).

API tests were included in the present study, the API 20 NE to identify the Gram-negative Non-enterobacteria, API
20E wasused to identify microorganisms belonging to the genera Enterobacteriaceae and other non-fastidious
Gram-negative rods, the API 20 Staph to identify Staphycoccus, and finally the API 20 Strept for the identification
of Streptococcus and Enterococcus.

Disk diffusion antibiotic sensitivity test was carried out after colonies were isolated and identified, either in Mueller
Hinton broth or blood agar in the case of streptococci

Plates were incubated at 37°C for 24 hours after the inoculation of the bacteria.

The results of the evaluation of bacterial growth inhibition were then classified as sensitive, intermediate, or
resistant.

Selected antibiotics were depending on the media in which the microbial cultures were grown according to the
standardisation of the antibiogram in veterinary medicine in Algeria 2021 : Penicillin G, Oxacillin, Gentamicin,
Erythromycin, Kanamycin, Spiramycin ,Tetracycline, Neomycin, Amikacin, Amoxicillin, Ampicillin, Penicillin,
Chloromphenicol.

Statistical analyses
Data were analysed with a statistical package (IBM®SPSS®Statistics version 24 for Windows 10), where we used
the ANOVA test for the progesterone measurement, the khi2 test for cytology, and also for the pregnancy rate.

RESULTS

Pregnancy rate and fertility :

We noticed that among the 15 mares only 6 conceived representing a rate of 40%, whose 13% during the first cycle
and 27% during the other cycles. The other 9 mares (60%) remained empty during this breeding season suggesting
that there is a poor fertility.
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pregnancy rate and fertility
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20% 1%
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Figure 2. Pregnancy rate and fertility according to the number of cycles in the 15 mares.

Plasma P4 concentration :

Plasma concentration of P4 was less then 1 ng/mL in the 3 samples for all mares and the level of progesterone is
increasing during the different collection phases.

P4 measurement
1.000 0.803
. 0.800
"3; 0.600
= s |
- 0.400 0172 0.242
A 0.200
0.000
1 2 3
Samples
1m2 m3

Figure 3. Plasma concentration of P4 during the 3 phases of sampling.

Ultrasonography :

Uterine edema was visually assessed using cross-sectional (B-mode) pictures were taken from both uterine
horns.The degree of uterine edema was scored taking existing from 0 to 3, with O indicating no edema and 1 to 3
indicating edema of low, moderate, and severe degree (Littgenau et al., 2021)

The area of IUF was measured with the same ultrasound scanner (Sonoscape A6), we found the presence of fluids
48 hours after mating only in 4 mares (26%). The left over of the mares had no edema.

Table 1. Ultrasound examination of the mares with uterine edema degree from 0 to 3.
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Mare 1 2 3 4

Score 3 1 2 2

Figure 4. Ultrasound pictures (Score from 0 to 3), (personal pictures).

Cytology and microbiology :

Cytology helped in the diagnosis of PBIE in our study. None of the mares had PMN present 24 hours before mating,
but PMN were present as a rule 6 hours after, with more than 5 PMN present in the 3 susceptible mares. 48 hours
after mating the PMN disappeared in all mares except those with a IUF score greater than 2 (3 mares).

'; »
¥ .0 :

A G ]

Figure 5 .Endometrial mare’s cytology during the 3 phases of sampling
(sample 1 : endometrial cells; sample 2 : presence of PMN and spermatozoa; sample 3 : More then 5 PMN 48h post-breeding).
Using Diff-Quick (personal pictures).
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Figure 6. Presence of PMN during the different phases of sampling.
Microbiological examinations revealed the presence of microorganisms as described in the table below in the 3
samples collection for the 15" mares, contamination were suspected when more then three isolates or a small
amount of E.coli were identified after enrichment. The left over had not shown any growth of bacteria.

Table 2. Number of microorganism isolated by uterine low volume lavage.

Microorganism Number of isolates
Escherichia coli 6
Staphylococcus spp 2
Serratia marcescens 1
Enterococcus faecium 6
Photobacterium damsella 1
Aerococcus viridans 2
Serratia odorifera 2
Pasteurella spp 1
Pasteurella trehalosi 1

Antibiotic susceptibility testing and treatment with uterine infusion with antibiotics was only performed if the
microbiology results were positive on all three samples, or when the cytology, microbiology and ultrasound
examination were positive (>5 PMN and >20mm uterine fluid) on the third sample.

Results from antimicrobial susceptibility were evaluated, the mares developed antibiotic resistance and no
antibiotics were effective.

Discussion

In our study the results had shown that 9 mares of the 15™ had not conceived, 3 of the empty mares were PBIE
positive representing an infertility rate of 33.33% , which leads us to review and control other causes of infertility.
The susceptibility to PBIE in our study remains unknown as the mares prone to PBIE here are not old, there is even
a maiden mare,all with a great score body, no anatomical predisposing factors, but sterility and non-conception in
previous seasons, which is in contradiction with previous research showing that susceptibility to PBIE is age and
parity (Ricketts and Alonso, 1991 ; Carnevale and Ginther, 1992).

We have noticed that progesterone levels were rising from the first sample to the last while ovulation with levels still
below 1ng/ml showing physiological values as indicated in a previous research of

175


https://doi.org/10.31407/ijees
https://doi.org/10.31407/ijees13.1

Sabrina Ait Abdelkader®”, Bouabdellah Benallou®, Mohamed Amine Ayad?,
Amina Belkhemas®, Yassine Hadj Boussada? sara Nesrine Benouadah®

Terblanche and Maree. (1981), without any decrease in PBIE positive mares which are not consistent with research
indicating that blood progesterone (P4) concentration decreased in mares with uterine inflammation, reflecting lower
corpus luteum (CL) function (Ginther et al., 1985 ; Adams et al., 1987).

Consequently, a relationship between PBIE and the progesterone P4 concentration is not probable in the present
study, on the contrary, this assay allowed us to confirm that the mares did not have hormonal problem that could
influence the appearance of PBIE in the mares studied.

As mentioned by the other authors, an approach that is frequently used to examine inflammation of the equine
endometrium is the assessment of IUF accumulation as determined by ultrasonography (Brinsko et al., 2003 ;
McKinnon et al., 1988).

It is assumed that the presence of 2 or more cm of fluid is a reliable predictor of PBIE susceptibility confirmed by
Liittgenau et al. (2021), which was confirmed in our study, mares with confirmed PBIE had > 2 cm of fluid retention
in the uterus while examination.

In healthy mares, the first PMN cells are found in the uterus 0.5 hours after artificial insemination (Al), peaking at 8
hours, continuing elevated until 24 hours, and then nearly disappearing 48 hours later (Wojtysiak et al., 2020).

In our study the results were the same, PMN were very present at 6 hours after Al, and then disappear at 48 hours,
but we found that in mares where the number of PMN exceeded 5 per field after 6 hours of Al, the disappearance of
inflammation did not occur after 48 hours and the number of PMN did not decrease also the persistence of fluids
remained, the mares developed PBIE in these cases.

Stating that cytology alone does not confirm endometritis as indicated by Reilas et al. (1997) and De Borba et al.
(2012), but the combination of cytology and ultrasonography is an excellent predictor of PBIE as observed in our
research.

According to several studies, low volume lavage is the most accurate diagnostic for identifying bacterial
endometritis (A Morris et al., 2020). While other mares had positive cytology, their microbial cultures were
negative, the non-infectious endometritis brought on by an untreated inflammation would be the most logical
explanation for this observation (Diaz- bertrana et al., 2021).

Depending on the study, isolated bacteria in equine endometritis can vary greatly.In general, Escherichia coli and
Streptococcus equi subspecies zooepidemicus are the most frequently isolated bacteria mentioned in the literature (
Riddle et al., 2007 ; Frontoso et al., 2008 ; Nielsen, 2005 ; NJ and Ricketts., 1982).

Staphylococcus spp, Klebsiella pneumoniae, and Pseudomonas aeruginosa have also been identified as bacteria
causing endometritis according to Pyoréla et al. (2014), in our case we found only E.coli and Staphylococcus spp.

It's possible that uterine sample findings for culture and sensitivity won't be available in time to guide treatment
choices as indicated by Morris et al. (2020), in our case antiobioresistance was a second cause for not treating the
mares with antibiotic infusions so the treatment was based on uterine lavage with saline or ringer lactate as
mentionned by Allen et al. (2007), LeBlanc and Caussey. (2009), especially when the PBIE mares did not have
endometritis of infectious origin in our case. But It is believed that the timing of the post-breeding uterine lavage is
more crucial than the choice of the lavage fluid (Morris et al., 2020).

Mares were treated 48h after breeding because lavage at 0.5 or 2 hours after insemination reduced the pregnancy
rate ( Brinsko et al., 1990).

CONCLUSION

Based on our results, we can conclude that mares’ infertility can be caused by a variety of factors, some of which
may be more anti-conceptional than PBIE. In addition, the progesterone level can not reveal the presence of
inflammation, but it is a good indicator of the hormonal state of the mare.

Ultra sonography is the most reliable means for the detection of PBIE in combination with endometrial cytology,
adding to this microbiological studies together with sensitivity tests to better identify the endometritis-causing
bacteria in the mare and to determine the most effective treatment for infectious endometritis in horses. Furthermore,
they are also important to avoid the anarchic and random administration of antibiotics, which have now become
almost all resistant.
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