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Introduction

La castration chirurgicale est le mode de stérilisation le plus couramment utilisé par les
vétérinaires chez les équidés a la demande des propriétaires d’individus males. Cette castration est
réalisée afin d’éviter une saillie non désirée et de faciliter la gestion de ces individus en modifiant leur
comportement. Cette question de la gestion des individus a haut potentiel génétique est posée pour
de nombreux propriétaires de chevaux car I'hébergement, la manipulation, le transport et
I’entrainement d’un étalon avec d’autres congénéres peuvent étre compliqués, notamment d’un point
de vue comportemental, et possiblement incompatible avec la réalisation d’une carriére sportive.

La castration immunologique est une alternative a la castration chirurgicale qui a été rendu
possible récemment par la mise au point et la commercialisation par la suite de formulations
immunisantes vis-a-vis de la GnRH. Cette vaccination malgré I'adjonction d’adjuvant de I'immunité
n’entraine peu ou pas d’effets secondaires locaux ou généraux. Théoriquement cette castration
immunologique est réversible et permet de conserver le patrimoine génétique d’un individu tout en
lui laissant mener une carriere sportive en paralléle. Du fait de cette potentielle réversibilité son
utilisation est en nette augmentation dans la clientéle des vétérinaires praticiens mais également
comme une alternative lorsque la castration chirurgicale présente des risques importants ou est
refusée par les propriétaires.

Cependant, bien que les formulations présentes sur le marché en France de ces « vaccins »
anti-GnRH ne soient pas destinés aux étalons, quelques premiers travaux expérimentaux ont été
menés chez les équidés males avec I'utilisation de la formulation a destinée a I'espéce porcine ou la
formulation équine mise au point pour induire un ancestrus prolongée chez la jument et disponible en
Australie et en Nouvelle-Zélande. Il reste néanmoins quelques inconnues quant a l'utilisation de ce
mode de castration en particulier quant a la réversibilité de I'effet stérilisant et par conséquent sur le
rythme des rappels d'immunisation a effectuer afin de conserver un effet de « castration » efficace.
En effet, aucune donnée n’a jusqu’alors été publiée sur la persistance de la réversibilité de I'effet apres
plusieurs injections de rappels immunisant. C’'est pourquoi la recherche de marqueurs biologiques
permettant de déterminer le moment olu une répétition de I'injection est nécessaire, de juger la
possible réversibilité ou si I'arrét des fonctions gonadiques est définitif seraient particulierement utile
pour orienter le praticien sur la poursuite du traitement d’un étalon. C’est dans cette optique que des
études sont conduites par I'unité de reproduction de I'école vétérinaire de Nantes.

Une premiere étude menée en 2013 en partenariat avec le laboratoire des course hippiques
(LCH) sur 10 chevaux entiers a conduit a la réalisation d’une thése d’exercice de docteur vétérinaire
(Dreau M.L., 2015) et de quelques communications et publications (Bailly-Chouriberry L, Loup B, Popot
MA, Dreau ML, Garcia P, Bruyas JF, Bonnaire Y, 2017 Bruyas, J.F., Dreau, M.-L., Bailly-Chouriberry, L.,
Popot, M.-A., Nguyen, F., Loup, B., Garcia, P., Bonnaire, Y, 2017, Dreau M-L., 2015). Cette étude a
démontré que la production de stéroides sexuels mesurée par leur concentration urinaire chute tres
rapidement avant méme la seconde injection de primo-immunisation en paralléle de I'apparition
d’anticorps anti-GnRH. Cette étude a également montré la grande variabilité inter-individu quant a la
concentration plasmatique de ces anticorps produits, I'intensité de la modification de comportement
ainsi que la durée de l'effet sur les sécrétions stéroidiennes et le manque de corrélation entre la
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concentration sanguine en anticorps et d’une part celle des stéroides et d’autre part la réapparition
des manifestations comportementales caractéristiques des males non castrés, manifestations qui sont
la plupart du temps le motif initial et principal a la castration. Le seul critére objectif mis en évidence
dans cette étude a été I'évaluation de la taille du scrotum, en effet son volume diminue de facon
spectaculaire lors de la mise en place de I'immunisation tandis qu’au contraire une augmentation de
ce volume signe la fin de I'effet produit et indique la nécessité d’une injection de rappel afin de
conserver |'effet souhaité car cette augmentation de volume est parfois précédée ou synchrone ou
souvent précede le retour du comportement génant.

Une seconde étude a été initiée en 2016 et poursuivie en 2017 avec la collaboration du LDHvet
et du laboratoire d’anatomopathologie d’Oniris. Cette étude est découpée en plusieurs phases avec
en premier lieu le suivi hormonal sur I'année 2016 d’une population de chevaux non-immunisés ou
immunisés pour la premiere fois pour certains et entre deux a quatre années consécutives pour les
autres. Cette premiére phase a conduit a la réalisation d’'une thése de doctorat vétérinaire d’exercice
(Gorregues , 2018) et une présentation au dernier Symposium International de Reproduction Equine
(Dordas-Perpinya, M., Gorrégues, M., Gervasoni, M.-A., Berder, C., Thorin, C., Jaillardon, L., Bruyas, J.-
F., 2018) La seconde phase de I'étude sert de support a ce présent travail, elle est en continuité avec
la thése précédemment réalisée et correspond au suivi hormonal des mémes chevaux immunisés une
nouvelle année supplémentaire pour certains ou pour la premiére fois pour d’autres en 2017. Le but
étant de juger I'effet d’'une primo-immunisation mais également de rappels d’immunisation sur les
concentrations plasmatiques, et non plus urinaire, de testostérone, d’androsténédione et d’cestradiol
et ainsi évaluer I'impact du nombre d’années consécutives d'immunisation sur ces sécrétions.
L'hypothese a également été émise que la concentration plasmatique d’Anti-mullerienn-Hormone
(AMH) pourrait étre un marqueur biologique de I'effet, de la réversibilité et potentiellement de
Iirréversibilité de 'immunisation sur les fonctions testiculaires.

L’AMH est une glycoprotéine composée de 573 acides aminés chez les chevaux qui est secrétée
des la vie embryonnaire par les cellules de Sertoli du testicule feetal. Les connaissances concernant
cette hormone chez le cheval on fait I'objet d’'une synthése bibliographique dans le cadre d’une these
de doctarat vétérinaire d’exercice (Naudin M., 2018). Cette hormone entraine la dégénérescence des
canaux de Miller qui sont les ébauchent des voies génitales femelles chez les foetus male., tandis que
la testostérone est I’hormone qui permet le maintien des canaux de Wolff lors du développement
embryonnaire, qui vont devenir les canaux déférents et les vésicules séminales et permet le
développement de la prostate et des organes génitaux externes males. Chez la femelle, I'absence
d’AMH et de testostérone lors du développement embryonnaire concours a la disparition des canaux
de Wolff d’une part et au maintien des canaux de Miiller qui donneront les organes génitaux femelles
d’autre part (Josso N, Racine C, di Clemente N, Rey R,1998), (Rey R, Picard JY, Josso N,2014).

A la suite de la découverte de ’AMH par Alfred Jost en 1947 et de son role qu’elle a pendant
le développement, il a également été mis en évidence que la sécrétion d’AMH ne s’arréte pas apres
la naissance chez ’'homme et que les concentrations sériques d’AMH augmentent jusqu’a un pic lors
de la premiére année de vie et restent élevées jusqu’a la puberté (figure 1) (Rey R, 1998).
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Figure 1: Evolutions des concentrations sérigues d'AMH chez le méle humain en fonction de I’dge, mesurées a |'aide du kit
de dosage immunologigue AMH (Immunotech-Coulter) (Rey R, 1998)

Chez les différentes espéces de mammifére une cinétique de sécrétion comparable a été
retrouvé avec une forte diminution des concentrations d’AMH apres la puberté. De ce fait, il est admis
que la sécrétion d’AMH subit un effet inhibiteur a la fois de la stéroidogenése et de la spermatogénése
alors que les sécrétions gonadotropes de FSH et de LH n’auraient aucun réle sur la sécrétion d’AMH
par les cellules de Sertoli. Dans I'espece équine, les effets inhibiteurs qui semblent se mettre en place
avec la survenue de la puberté ont également été observés (figure 2).

Lo 30
T
| ¥
1000 —l-— T 25
z Bm 30
2 1
E B0 153
1) E
g 3
E £ -4 u] pii}

o T 1
o - i
Prapubertal ealt Fostpubertal stallisn

Figure 2:Concentrations sériques de testostérone (barre noire) et
d'AMH (barre grise) chez les poulains prépubeéres et les étalons
postpuberes (Claes et al, 2013)
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De plus, chez les hongres, I'ablation des testicules entrainent logiquement un arrét de la
production d’AMH car les cellules de Sertoli ne sont plus présentes et 'AMH ne devient plus
détectable au niveau sérique dans les 8 a 12 jours post-castration. (Claes, 2013 ; Murrase, 2015). De
plus il apparait que ce dosage de I’AMH permet de déterminer si un cheval est cryptorchide ou non si
on ne connait pas son historique et qu’on n’observe pas la présence de testicule en place dans le
scrotum (Scarlett, 2017)

Ainsi chez les chevaux cryptorchides avec 2 testicules en position intraabdominale ou avec un
testicule en position abdominal mais ayant subi I’ablation du testicule scrotale, la concentration en
AMH plasmatique est significativement supérieure a celle des chevaux adultes entiers (figure 3). En
revanche, la présence simultanée d’un testicule scrotal et d’un testicule en position intraabdominal
semble avoir un plus faible impact sur la concentration plasmatique d’AMH.
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Figure 3 : Concentration moyenne en AMH sérique chez les
étalons cryptorchides, les étalons cryptorchides avec un
testicule en place et les étalons intacts

Les fonctions testiculaires de stéroidogenese et de spermatogéneése étant tres fortement
réduites voir stoppées dans les testicules cryptorchides, I'effet inhibiteur de ces deux fonctions
testiculaires sur la production d’AMH semble parfaitement illustré.

Lors d'immunisation anti- GNRH, les fonctions de stéroidogenése et de spermatogénése sont
stoppées. Par analogie cela devrait provoquer une augmentation des concentrations d’AMH chez les
chevaux ayant subis une immunisation anti-GnRH.

En outre, il pourrait étre supposé que les immunisations répétées et la suppression des stimulations
gonadotropes par la FSH et la LH du testicule pendant une longue ou une trés longue durée pourrait
altérer définitivement le fonctionnement des cellules testiculaires et notamment des cellules de
Sertoli. Cette atteinte des cellules de Sertoli pourrait entrainer un arrét de la production d’AMH et
donc un effondrement de la concentration d’AMH sérique chez les entiers immunisés depuis
plusieurs années.

La premiere phase de I'étude comportait donc 3 catégories de population dont 13 hongres, 11 males
entiers non immunisés et 29 males entiers immunisés avec deux chevaux immunisés 4 années de
suite, 6 chevaux immunisés 3 années consécutives, 6 chevaux ayant été immunisés 2 années
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consécutives et 15 chevaux ayant été immunisés pour la premiére fois. Pour I'ensemble de cette
population, un suivi des concentrations plasmatiques des stéroides sexuels et d’AMH a été réalisé au
cours d’une année a partir du moment ou les rappels d’injection ou de primo-immunisation ont été
réalisés.

Les résultats obtenus chez les hongres et les entiers étaient en accord avec les données attendus
c’est-a-dire I'absence de sécrétion de stéroides et d’AMH chez les hongres et des concentrations
plasmatiques plus importante de stéroides chez les entiers non immunisés.

En revanche, si on observe bien une baisse des concentrations des stéroides chez les entiers
immunisés, les variations inter-individuelles sont trés importantes et une réponse tres variable
notamment chez les primo-immunisés était observée. Les résultats obtenus chez les entiers
immunisés concernant I’AMH ne concordent pas avec I’hypothése émise selon laquelle la production
d’AMH devait augmenter de la méme fagon que chez les cryptorchides, en effet 'immunisation ne
semble pas avoir d’effet significatif sur la production d’AMH.

Le but de notre étude est donc dans la continuité de I'étude précédente de poursuivre le
suivi des concentrations sanguines en hormones stéroidiennes et en AMH en 2017 avec des individus
ayant été immunisés vis-a-vis de la GnRH une année supplémentaire mais également d’effectuer une
comparaison des concentrations plasmatiques pour les stéroides étudiées ainsi que I'’AMH mesurées
en 2016 avec celles mesurées en 2017, chez d’une part des chevaux ayant eu une année
d’'immunisation supplémentaire et d’autre part chez des chevaux ayant été primo-immunisés en
2017 alors qu’ils étaient entiers en 2016.
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Premiere partie : matériel et méthodes.

Population d’étude

L’étude a été réalisée sur 31 chevaux entiers de race ibériques appartenant a une méme écurie
de spectacle. L'indication de I'immunisation est d’atténuer les manifestations propres aux entiers,
manifestations qui peuvent géner leur gestion au quotidien, leur entrainement ou leur prestation en
spectacle mais également qui peuvent étre dangereuse pour le personnel ou vis-a-vis des autres
chevaux. Cette population est composée de 26 chevaux entiers immunisés par I'lmprovac® (tableau |)
dont 6 étant primo immunisés en 2017, 5 entiers n’ayant jamais été immunisé (tableau Il) constituant
la population témoin de cette étude. Parmi les 26 immunisés figure un entier ayant été primo-
immunisé en 2013 avec un rappel en 2014 mais n’ayant pas eu de rappel pendant deux années (2015
et 2016) puis de nouveau immunisé en 2017 (cheval n° 26 : Espadarte) nous traiterons donc ce cheval
en tant que cas particulier et aucun rang de vaccination ne lui sera attribué. Le rang de vaccination
correspond aux nombres d’années d’immunisation successives, c’est-a-dire qu’un cheval de rang 4
aura été immunisé durant 4 années successives, la quatrieme année étant celle de notre présente
étude tandis qu’un cheval de rang 1 sera primo immunisé en 2017.

Tableau | : Chevaux entiers immunisés

1 Cantinflas PSL 10 5
2 Burundi PSL 11 5
3 Candelario PRE 11 4
4 Civaque PSL 10 4
5 Craque PSL 10 4
6 Eclipse PSL 8 4
7 Catraio PSL 10 4
8 Ze-quidim PSL 13 4
9 Distinto PSL 9 3
10 Capote PSL 10 3
11 Brasil PSL 11 3
12 Kongo | PRE 10 3
13 Ambar PSL 12 2
14 Cravo ll PSL 10 2
15 Castor PSL 10 2
16 Rifado PSL 19 2
17 Alecrim PSL 12 2
18 Alamar PSL 12 2
19 Baco PSL 11 2
20 Casablanca PSL 10 1
21 Oriental PRE 7 1
22 Cesar PRE 12 1
23 Fundador PSL 7 1
24 Habibe PSL 5 1
25 Hino PSL 5 1
26 Espadarte PSL 8 X
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PSL: Pur-sang Lusitanien, PRE: Pure race Espagnol, X : cheval ayant été immunisé en 2013 et ayant eu
un rappel d’'immunisation en 2014 mais pas en 2015 ni 2016 et de nouveau immunisé en 2017.

Tableau ll: Chevaux entiers non immunisés

27 Apito Dourando PSL 12
28 Eneias PSL 8
29 Olaf PRE 15
30 Quico PSL 20
31 Zangando PSL 13

L'étude précédente portait sur 53 chevaux, parmi lesquels figuraient 13 hongres qui étaient
considérés comme témoins négatifs. Ces hongres ne présentaient aucune sécrétion d’AMH et de tres
faibles sécrétions de stéroides sexuels et n’ont pas été suivis pour notre étude car les résultats obtenus
étaient en accord avec la bibliographie et les hypothéses émises. |l y avait 11 entiers non immunisé
ainsi que 29 entiers immunisés lors de I'étude précédente. Dans la population de la présente étude 3
chevaux qui étaient entier non immunisés au cours de I'année précédente ont été primo immunisés
en 2017, il s’agit des chevaux n° 20, 21 et 22 (Casablanca, Oriental et Cesar voir Tableau I). Deux autres
chevaux non immunisés en 2016 ont été castrés chirugicalement fin 2016, il ne reste donc que 5
chevaux entiers non immunisés (tableau Il). De plus, neuf des 29 chevaux immunisés en 2016 ont été
soit vendus pour deux d’entre eux soit castrés chirurgicalement en 2016, ils ne se retrouvent donc pas
dans notre étude. Ainsi 7 primo immunisés et deux immunisés la seconde fois en 2016 ne sont pas
inclus. En revanche 3 nouveaux chevaux arrivés dans I'effectif fin 2016 ont été primo immunisés en
2017 et inclus dans I'étude (n°24.25.26 tableau |)

Ainsi 23 chevaux immunisés en 2017 et 5 non immunisés en 2017 avaient déja été suivis
I’'année 2016 et inclus dans I’étude précédente
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Protocole expérimental

Protocole d'immunisation :

L’ensemble des chevaux de la population d’étude sont immunisés via un « vaccin » anti-GnRH
utilisé dans le cadre du dispositif réglementaire d’utilisation dénommé la « cascade » car n’ayant pas
d’AMM pour I'espece équine. La formulation porcine (Improvac®) pour I'immunisation anti-GnRH
possede une AMM européenne et est disponible en France. Elle est composée d'un peptide
synthétique analogue au GnRH conjugué a une toxine diphtérique. Son utilisation permet d’éviter la
castration chirurgicale des porcelets tout en prévenant I'odeur d’urine de la viande (ou viande
« pisseuse ») de porc male non castré.

Le protocole utilisé dans cette étude et recommandé dans I'espéce équine est de réaliser deux
injections par la voie intra-musculaire dans I'encolure de 1 mL d’Improvac® a 28 jours d’intervalle, soit
150 pg du peptide actif a chaque injection. Le rappel annuel mis en place dans cet effectif de chevaux
consiste en deux injections a 28 jours d’intervalle aux mémes dosages.

Trois chevaux avaient été primo immunisés en juin et juillet 2013. Ils ont regu un rappel en
février 2014 soit 8 mois apres la premiere injection et seul le cheval Cantinflas a eu une seconde
injection de rappel en mars 2014. En 2015 et en 2016, les rappels ont été effectués en février et mars
soit 12 et 13 mois apres le rappel précédent pour le cheval Burundi et uniqguement en 2016 pour le
cheval Cantinflas soit 24 et 25 mois apres le rappel précédent. En 2017, leurs rappels ont été effectués
en janvier et en février soit 11 et 12 mois aprés la premiére injection du rappel précédent. Ces chevaux
sont les chevaux de rang 5 a I’exception du cheval Espadarte qui n’a pas eu de rappel en 2015 et 2016
mais une nouvelle primo-vaccination en 2017.

Six des 26 entiers immunisés de I'étude avaient été primo immunisés en février et mars 2014.
En 2015 et en 2016 leurs injections de rappel d’'immunisation ont été effectuées en février et en mars
soit 12 et 13 mois apres la premiere injection. En 2017, les rappels ont été effectués en janvier et en
février soit 11 et 12 mois apres la premiere injection du rappel précédent. Ces chevaux sont les chevaux
de rang 4.

Quatre des 26 chevaux immunisés avaient été primo immunisés en février et mars 2015. Les
injections de rappel d’'immunisation ont été effectuées en février et en mars 2016 puis en janvier et
en février 2017 a I'’exception du cheval numéro 11 (Brasil) qui a regu ses injections de second rappel
d’'immunisation en décembre 2016 et en janvier 2017 soit 9 et 10 mois apres la premiere injection de
rappel précédent. Ces chevaux sont les chevaux de rang 3.

Sept chevaux de I'étude ont été primo immunisés en février et en avril 2016, les injections de rappel
d’'immunisation ont été réalisées en janvier et février 2017 soit 11 et 12 mois apres la premiere
injection réalisée. Ces chevaux sont les chevaux de rang 2.

Enfin cing chevaux ont été primo immunisés en janvier et en février 2017 et le cheval Casablanca a été
primo-immunisé le 22 novembre et le 20 décembre 2016 avec un rappel en une injection en mai 2017.
Cette injection anticipée par rapport au protocole a été effectuée a la suite de la réapparition des
manifestations comportementales d’entier génantes. Ce sont les chevaux de rang 1.
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Tous les chevaux ont regu une injection d’Improvac® le 24 Janvier 2017, date du début de notre étude,

et une seconde injection le 23 Février 2017 a I'exception du cheval Casablanca et du cheval Brasil,

comme expliqué ci-dessus (tableau Ill).

Tableau |l : Protocole de vaccinations des entiers immunisés

Entiers Nom du Rang de 2013 2014 2015 2016 2017
immunisés cheval vaccination
1 Cantinflas 5 PV 06 et 07 R102 R102et03 | R201et02
2 Burundi 5 PV 06 et 07 R102et03 | R202et03 | R302et03 | R401et02
3 Candelario 4 PV02et03 | R102et03 | R202et03 | R301et02
4 Civaque 4 PV02et03 | R102et03 | R202et03 | R301et02
5 Craque 4 PV02et03 | R102et03 | R202et03 | R301et02
6 Eclipse 4 PV02et03 | R102et03 | R202et03 | R301et02
7 Catraio 4 PV02et03 | R102et03 | R202et03 | R301et02
8 Ze-quidim 4 PV02et03 | R102et03 | R202et03 | R301et02
9 Distinto 3 PV02et03 | R102et03 | R201et02
10 Capote 3 PV02et03 | R102et03 | R201et02
R102et03 +

11 Brasil 3 PV 02 et 03 R2 27/12 R2 01
12 Kongo | 3 PV02et03 | R102et03 | R201et02
13 Ambar 2 PV02et03 | R101et02
14 Cravo 2 PV02et03 | R101et02
15 Castor 2 PV02et03 | R101et02
16 Rifado 2 PV02et03 | R101et02
17 Alecrim 2 PV02et03 | R101et02
18 Alamar 2 PV02et03 | R101et02
19 Baco 2 PV02et03 | R101et02
20 Casablanca 1 PV 1let12 R1 05
21 Oriental 1 PV 01 et 02
22 Cesar 1 PV 01 et 02
23 Fundador 1 PV 01 et 02
24 Habibe 1 PV 01 et 02
25 Hino 1 PV 01 et 02
26 Espadarte * PV 06 et 07 R1 02 PV 01 et 02

PV : Primovaccination

R1 : Premier rappel

R2 : Second rappel

R3 : Troisieme rappel

01 : Janvier, 02 : Février, 03 : Mars, 05 : Mai, 06 : Juin, 07 : Juillet, 11 : Novembre, 12 : Décembre
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Préléevement et mesure

Chaque cheval a ensuite été soumis a des prélevements sanguins a la jugulaire tous les mois,
le premier prélévement étant réalisé le jour de la 1°" injection immunisante en janvier 2017, afin de
réaliser les dosages de I'étude. Le tableau suivant présente les dates de prélévements et de suivi pour
I’ensemble du protocole.

Tableau 1V : Dates des prélévements sur les chevaux.

1 24/01/2017 0

2 23/02/2017 30
3 28/03/2017 63
4 28/04/2017 94
5 23/05/2017 119
6 14/06/2017 141
7 11/07/2017 168
3 08/08/2017 196
9 08/09/2017 227
10 04/10/2017 253
11 07/11/2017 287
12 08/12/2017 318

Pour les chevaux Brasil et Casablanca des prélevements sanguins avaient été effectués au moment
des injections immunisantes fin 2016 et pour ces deux chevaux, les prélevements seront de ce fait
considérés comme portant les numéros 1 et 2.

A chaque date de prélévement, une prise de sang jugulaire sur tube hépariné de 10 ml a été
effectuée sur chaque cheval immunisé ou non. Les tubes héparinés conservés au maximum 6 heure a
température ambiante ont ensuite été centrifugés afin de récupérer le plasma (4ml par cheval réparti
dans deux tubes de 2 ml). Ces échantillons de plasma ont été congelés et conservés a -20°C dans
|'attente des analyses.

Pour I'ensemble des chevaux immunisés et en fonction de leurs disponibilités et de leurs
coopérations une mesure du diameétre scrotal est réalisée par un opérateur a I'aide d’'un compas
spécifique (Stallion Scrotal Caliper®) comme présenté en 2011 (Brinsko SP.,Blanchard T.L., Varner D. ,
Schmacher J., Love C. Hinrichs K., Hartman D., 2011( et déja mis en place dans I'étude précédente
réalisée par M.L. Dreau. Lors de la mesure cet opérateur évaluait également la consistance des
testicules par palpation. Au cours de I'étude, 4 chevaux ont été castrés chirurgicalement, les testicules
étaient récupérés afin d’étre conservés en vue d’une future étude histologique. Ces chevaux sont
présentés dans le tableau suivant.
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Tableau V: Date et rang de vaccination des chevaux castrés chirurgicalement au cours de |'étude.

Cantinflas 5 03/10/2017
Distinto 3 29/08/2017
Fundador 1 14/11/2017
Habibe 1 22/08/2017

Analyse des échantillons

L'ensemble des analyses sanguines a été réalisé au laboratoire d’analyses biologiques
spécialisées LDHVet d’Oniris selon les mémes procédures que I'étude précédente (Gorregues 2018)
gue nous reprenons ci-dessous.

Les dosages d’AMH et d’cestradiol ont été réalisé par une méthode ELISA quantitative par
mesure de la densité optique via le kit ELISA AMH GENII (A79765 Beckman, Coulter) pour 'AMH et le
kit Estradiol sensitive ELISA (DE4399, Demeditec) pour I'cestradiol. Les dosages de testostérone et
d’androsténédione ont été réalisés par dosage radio-immunologique quantitatif via le kit RIA SPECTRIA
TESTOSTERONE (38628, Labodia) pour la testostérone et le kit ANDROSTENEDIONE ACTIVE RIA DSL
(DSL3800 Beckman, Coulter) pour I'androsténédione. L’ensemble des dosages a été réalisé selon les
recommandations des fabricants.

Dosage de 'AMH sérologique
Le principe du dosage repose sur un essai immunologique par amplification enzymatique de deux
sites.

e Etapes préalables :

La solution de lavage est diluée au dixieme avec de I'eau déminéralisée. Les réactifs et les
échantillons sont réchauffés jusqu’a température ambiante. Une dilution au sixieme est réalisée pour
les calibrateurs, les témoins et les échantillons avec la solution tampon de dosage. Pour les échantillons
a concentration plus élevée que le calibrateur, une dilution au dixiéme est réalisée avec la solution
pour dilution des échantillons.

e Méthode ELISA :

Les solutions obtenues sont ensuite prélevées et déposées dans des puits de microtitration
préalablement recouverts avec des anticorps anti-AMH. Les puits sont mis a incuber a 600-800 tours
par minute durant une heure sur un agitateur de microplaques orbital. Le contenu de chaque puit est
ensuite aspiré et rincé cing fois avec la solution de lavage grace a une laveuse automatique de
microplaques. Ces plaques sont épongées et séchées apres lavage.

Des anticorps anti-AMH de détection sont ensuite ajoutés dans chacun des puits, les anticorps
étant marqués a la biotine.
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Un second cycle d’incubation et de lavage comme indiqué précédemment est réalisé puis dans
chacun des puits une solution de conjugué enzymatique de streptavidine conjuguée a la Péroxydase
de Raifort (HRP) est ajoutée. Une derniére incubation de 30 minutes ainsi qu’un lavage a l'identique
sont réalisés.

e Révélation de la micro-plaque :

Un substrat chromogene contenant de la Tétraméthylbenzidine (TMB) est ajouté a chacun des
puits et une derniere incubation (8-12 minutes) est réalisée. La réaction enzymatique est alors stoppée
par I'ajout dans chacun des puits d’une solution d’arrét contenant de I'acide sulfurique.

e Calcul des résultats

Le degré de turnover enzymatique du substrat est déterminé par une double mesure
d’absorbance a la longueur d’onde de 450 nm et entre 600 et 630 nm, une moyenne est alors calculée
pour chaque calibrateur, témoin et échantillon. Cette absorbance mesurée est proportionnelle a la
concentration d’AMH présent dans le substrat.

Une courbe d’étalonnage de I'absorbance est tracée via les calibrateurs d’AMH en fonction de
la concentration en AMH. Il peut alors étre calculer a partir de cette courbe la concentration en AMH
dans chacun des échantillons et les valeurs obtenues sont multipliées au besoin en fonction du facteur
de dilution.

e Variabilité inter et intra-essai

La reproductibilité du test a été déterminée dans une étude en utilisant deux pools de témoins internes
(Q1, Q2) et deux kits témoins (C1, C2) avec deux lots de réactifs. L’étude a compris au total 40 tests
avec 4 répétitions par dosage (Tableau VI). Les moyennes des coefficients de variation intra et
interessais sont respectivement de 4 et 4,6% et la moyenne du coefficient de variation total est de
6,1%. Les moyennes des coefficients de variations intra-essais varient de 3,4 a 5,4% avec des valeurs
un peu plus élevées pour les concentrations inférieures a 5ng/mL et les plus faibles pour les
concentrations supérieures a 14 ng/mL. Il en est de méme pour les coefficients de variations inter
essais qui varient de 4 a 5,6 %.

Tableau VI: Variations inter et intra-essai du test AMH GENII ELISA

Q1 4,42 5,4 5,6
Q2 14,03 3,6 4,5
Cc1 3,82 3,7 4,4
Cc2 16,45 3,4 4,0
Moyenne 9,68 4,0 4,6
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Figure 4 : Protocole de dosage sérique de I'AMH
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Dosage sérique de I'cestradiol
Le principe de ce dosage repose sur une réaction immuno-enzymatique compétitive, de
nombreuse étape sont similaires a celles utilisées pour le dosage de '’AMH.

Etapes préalables a la méthode ELISA.

Contrairement au dosage de I’AMH, il faut réaliser une extraction de I'cestradiol avant de
lancer le test ELISA. Pour se faire, la prise d’essai (PE) du prélevement est pipetée dans un flacon en
polypropyléne auquel on ajoute 1 ml d’un mélange cyclohexane/éthyle d’acétate réalisé au préalable.
Ce mélange obtenu est agité a I'aide d’un vortex pendant 1 minute puis refroidi a — 20 °c pendant 1h
afin que la phase aqueuse soit gelée. La phase organique est récupérée dans un tube en verre puis
évaporée avec un vacutener jusqu’au séchage complet. L'échantillon est reconstitué avec la dose
identique de Serum Free Steroid dilué au % en eau distillée (SFS %) que la PE a partir du résidu séché.
Le dosage est alors effectué.

Comme pour le dosage de I'AMH, les réactifs et les prélevements sont réchauffés a
température ambiante tout comme les barrettes de microcupules nécessaires au dosage et la solution
de lavage concentrée est diluée. L'échantillon peut également étre dilué si nécessaire.

Méthode ELISA

Pour cette méthode, les puits sont recouverts par un anticorps polyclonal dirigé contre un
antigene spécifique de la molécule d’cestradiol et la solution préparée d’cestradiol endogéne est
déposée dans un puit pour chaque échantillon. Est ajouté ensuite une solution de conjugué
enzymatique composé d’cestradiol conjugué a la péroxydase de Raifort (HRP). Cette solution est
mélangée puis mise en incubation pendant 4 heures a température ambiante. Durant cette incubation,
I’cestradiol que I'on cherche a mesurer est en compétition avec I’cestradiol conjugué a I’'HRP pour la
liaison avec I'anticorps présent dans les puits. Le conjugué non lié est éliminé par la réalisation de 3
lavages successifs.

Révélation de la micro-plaque
Un substrat chromogene, comme pour la mesure de I'AMH, est ajouté, une nouvelle
incubation de 30 minutes est réalisée puis la solution d’arrét préalablement préparée est ajoutée.

La lecture de la densité optique est effectuée 450 +/- 10 nm via un spectrophotomeétre de micro-
plaques dans les 10 minutes aprés I’ajout de la solution d’arrét.

Calcul des résultats.

C’est la mesure de la quantité d’"HRP qui nous permet de calculer la concentration en cestradiol.
En effet, celle-ci est inversement proportionnelle a la concentration d’cestradiol endogéne a cause de
la compétition entre I'cestradiol que I'on cherche a mesurer et celui conjugué a I’'HRP.

Comme pour ’AMH, les valeurs moyennes de densité optique sont calculées pour chacune des
séries de standards, de témoins et d’échantillon. La courbe étalon ainsi obtenue permet de convertir
la densité optique moyenne obtenue pour chaque série d’échantillons en valeur de concentration en
cestradiol. Le facteur de dilution est utilisé comme coefficient multiplicateur si une dilution a été
réalisée.
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Figure 6: Protocole de dosage de |'cestradiol
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Variabilité inter et intra-essai
Les moyennes des coefficients de variation intra et interessais sont respectivement de 5,52 et 7,6%
(tableau VII). Les moyennes des coefficients de variations intra-essais varient de 5,52 a 7,87% avec
des valeurs un peu plus élevées pour les concentrations inférieures a 9 nMole/L et les plus faibles
pour les concentrations supérieures a 25 nMole/L. Il en est de méme pour les coefficients de
variations inter essais qui varient de 6,78 a 8,78 %.

Tableau VIl : Variations inter et intra-essai du test Estradiol sensitive ELISA

Moyenne CV (%) Moyenne CV (%)
(nmol/l) (nmol/l)
1 20 8,21 7.87 1 12 7,87 8,78
2 20 18.50 5.68 2 12 17,87 7,25
3 20 27,62 5,52 3 12 26,71 6,78
Moyenne 17,92 5,52 Moyenne 17,48 7,60

Dosage sérique de la testostérone.

Comme pour le dosage de I'cestradiol, ce dosage repose sur la compétitivité entre de la
testostérone marquée et la testostérone que I'on cherche a mesurer. En effet, les tubes utilisés pour
le dosage contiennent une quantité limitée de sites anticorps anti-testostérone. La quantité de
testostérone marquée a | (iode marqué par un isotope radioactif) que 'on mesure en radio-
immunologie est ainsi inversement proportionnelle a la quantité de testostérone que I'on mesure et
qui s’est préalablement fixée dans les tubes.

Etapes préalables a la méthode RIA

Une extraction préalable de la testostérone est nécessaire au dosage comme pour I'cestradiol.
Ce protocole est identique hormis le tampon utilisé pour la reconstitution qui est un tampon Tris-BSA-
triton. Ce tampon BSA (Bovine Serum Albumine) est dosé car il réagit avec le réactif, cette valeur dosée
sera soustraite aux résultats obtenus par radio-immunologie. Tous les réactifs et les échantillons sont
amenés a température ambiante et les calibrateurs du kit sont reconstitués avec de I’eau distillée.

Méthode RIA

Les anticorps anti-testostérone sont fixés au fond des tubes. Les solutions de calibrateurs, de
témoins et d’échantillons sont répartis dans les différents tubes. Est ajoutée ensuite une solution de
125| testostérone dans tous les tubes.

Ces tubes sont ensuite mélangés via un appareil de type vortex puis mis a incuber pendant 1
heure a 37°C dans un bain marie aprés avoir été préalablement recouverts par du film plastique. A
I'issu de I'incubation, un lavage est effectué afin d’éliminer la testostérone qui ne se serait pas fixée.

La radioactivité est mesurée grace a un scintillateur gamma réglé sur la mesure de I'iode-125,
ce résultat est donné en CPM (Counts per minutes)
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Calcul des résultats

Pour chaque lot de tubes, une moyenne des comptages est effectuée ce qui permet la
construction d’une courbe d’étalonnage en CPM (Counts per minutes) des calibrateurs en fonction de
la concentration en testostérone. La valeur de la concentration en testostérone de chaque échantillon
est alors obtenue par comparaison avec la courbe d’étalonnage en I'ajustant si nécessaire avec un
facteur de dilution.

|
l

Ajout de la solution de 1]
testostérone

Figure 7: Protocole de dosage de la testostérone

Variabilité inter et intra-essai du test RIA SPECTRIA TESTOSTERONE
Les moyennes des coefficients de variation intra et interessais sont respectivement de 5,6 et 8
% (tableau VIII). Les moyennes des coefficients de variations intra-essais varient de 3,1 a 8,9 % avec
des valeurs plus élevées pour les concentrations inférieures a 2 nMole/L et les plus faibles pour les
concentrations supérieures a 30 nMole/L. Il en est de méme pour les coefficients de variations
inter essais qui varient de 5,2 a 11,6 %.
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Tableau VIlI: Variations inter et intra-essai du test RIA SPECTRIA TESTOSTERONE

Moyenne CV (%) Moyenne CV (%)
(nmol/1) (nmol/1)
1 1,3 8,9 1 3,3 11,6
2 5,4 5,9 2 4,9 8,5
3 16,3 4,6 3 12,9 6,5
4 31,6 3,1 4 28,8 52
Moyenne 13,7 5,6 Moyenne 12,5 8,0

Dosage sérique de 'androsténédione

Le principe de ce test est similaire au dosage de la testostérone. En utilisant de
I'androsténédione marquée a !*°l.La quantité mesurée sera inversement proportionnelle 3 la
concentration en androsténédione non marquée des échantillons.

Etapes préalables a la méthode RIA
Les échantillons sont décongelés, les réactifs sont préparés et les calibrateurs et les controéles
reconstitués via de I'eau désionisé.

Méthode RIA

Des anticorps anti-androsténédione sont fixés au fond des tubes. Les solutions de calibrateurs,
de témoins et d’échantillons sont réparties dans les différents tubes. Est ajouté ensuite une solution
de | androsténédione dans tous les tubes.

Le contenant des tubes est ensuite mélangé grace a un appareil de type vortex puis les tubes
sont mis a incuber pendant 1 heure a 37°C dans un bain marie aprés avoir été préalablement
recouverts par du film plastique. A I'issu de I'incubation, un lavage est alors effectué afin d’éliminer la
testostérone qui ne se serait pas fixée.

La radioactivité est mesurée avec un scintillateur gamma réglé sur la mesure de l'iode 125, ce
résultat est donné en CPM (Counts per minutes).

Calcul des résultats
Comme pour la testostérone, une courbe étalon est établi, elle va permettre la lecture de la
concentration en androsténédione de chaque tube en fonction des CPM mesurés.
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androsténédione

Figure 8: Protocole de dosage de l'androsténédione

Variabilité inter et intra-essai
Pour la variation intra-essai, des échantillons plasmatiques ont été dosés 25 fois dans une

méme série tandis que pour la variation inter-essai des échantillons plasmatiques ont été dosés

en doublet dans 10 séries différentes (Tableau 1X). Les moyennes des coefficients de variation intra

et interessais sont respectivement de 2,21 et 10,63 %. Les moyennes des coefficients de variations
intra-essais varient de 8,04 a 14,45 % avec des valeurs plus élevées pour les concentrations
inférieures a 0,5 nMole/L et les plus faibles pour les concentrations supérieures a 5 nMole/L.

Tandis que les coefficients de variations inter essais varient de 8,79 a 13,1 % avec les valeurs les
plus faibles pour les valeurs supérieures a 5 nMole/L et les plus élevées pour les valeurs
intermédiaires a 0,66 nMole/L.

Tableau IX : Variations inter et intra-essai du kit ANDROSTENEDIONE ACTIVE RIA DSL

Intra-essai

Inter-essai

Echantillons Moyenne Echantillons Moyenne CV (%)
(nmol/l) (nmol/1)
0,10 14,45 0,17 10,0
2 25 1,50 6,35 2 10 0,66 13,1
3 25 5,03 8,04 3 10 5,89 8,79
Moyenne 2,21 9,61 Moyenne 2,24 10,63
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Analyses statistiques

La cinétique d’évolution a long terme des concentrations de la testostérone, de
I’'androsténédione, de |'cestradiol et de ’AMH au cours de I'année 2017 a été analysée comme cela
avait été fait dans I’étude sur le suivi effectué en 2016 selon un modéle linéaire a effet mixte incluant
le statut d'immunisation comme covariable avec des effets aléatoires sur les chevaux regroupés par
séries de mesures hormonales.

C’est un modele hiérarchique dans lequel le premier niveau modélise la réponse individuelle,
le deuxieme niveau modélise le comportement des parameétres pour I’'ensemble de la population. Par
exemple pour I'étude de I'effet du Temps et du Protocole sur la concentration en Hormone Anti-
Midllerienne (AMH) le modele s’écrit :

Niveau individuel : AMHjj, = a; + B4; * Protocolej; + B * Tempsiy + €jjx

a; =a + a;
Niveau population :{ Bq; = B1 + by;
B2i = B2 + by;

&;jk Indépendamment et identiquement distribués selon la loi N(0,02).
) . L .
o? est la variance résiduelle.

a, B1, B2 sont appelés effets fixes, ils sont les estimations ponctuelles des parameétres pour I'ensemble
de la population.

ai, b1, b2 sont les effets aléatoires, ils doivent étre distribués selon une loi normale.

La normalité des résidus et des effets aléatoires a été vérifiée et validée pour chaque modele
aux moyens de graphiques préconisés par les auteurs des modeles a effets mixtes (JC Pinheiro and M
D Bates, 2000).Des comparaisons multiples entre les statuts d'immunisation ont été effectuées sur les
résultats de chaque modele avec le logiciel R (R Core Team (2013)). L'évolution des concentrations
hormonales avant et apreés immunisation a été analysée par un test de Student sur séries appariées
(Schwartz D. 1994).

Pour analyser la corrélation entre I'age des chevaux et les valeurs moyennes au cours de
I'année des 3 stéroides et de 'AMH, ainsi que la corrélation entre les moyennes d’AMH et les
moyennes de chacun des 3 stéroides, nous avons procédé a un test de corrélation de Pearson.

Enfin, nous avons utilisé un test ANOVA d’analyse de la variance pour comparer les valeurs a
JO des immunisés et des sous-lots d'immunisés a celles des entiers non immunisés.
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Deuxiéme partie : Résultats

Au cours de I'étude, plusieurs prélevements n’ont pas pu étre effectués ou analysés soit parce que le
cheval de spectacle n’était pas disponible soit parce que le préléevement s’est révélé non exploitable.
Il sera précisé pour chaque lot de chevaux le nombre d’analyses qui n’ont pas été exploité.

Profil de sécrétions des chevaux entiers non immunisés
On dénombre 5 chevaux appartenant a cette catégorie.

Profil de sécrétion de '’AMH

Au total 5 prélevements n’ont pas été analysés par défaut de préléevement ou d’analyse. Pour les 5
entiers non immunisés les valeurs moyennes des concentrations en AMH sont trés variables (12.0 pg/L
—29.3 ug/L) avec des variations de concentrations pour un méme individu également trés variable au
cours du temps (0.9-6.5) (Tableau X). Ces concentrations mesurées semblent donc fortement lié a
I'individu (figure 9) car on observe des concentrations moyennes pour certains chevaux plus de deux
fois supérieures a celle d’autre chevaux de I'étude. On notera que c’est le cheval le plus jeune (8 ans)
de ce lot qui présente la concentration moyenne en AMH la plus élevée.

Tableau X : Concentration plasmatique en AMH (ug/L) chez les entiers non immunisés

N°28 N°31
AMH (pg/L) Eneias Zangando | Moyenne
8 ans 13 ans
Valeur jo 13,4 28,9 13,6 11,7 27,2 19,0
Valeur j28 12,6 24,6 13,4 35,9 25,3 22,4
Moyenne 12,0 29,3 13,7 21,0 25,9 20,4
Ecart-type 0,9 3,5 0,9 6,5 4,4 3,2
Minimum 10,8 24,0 12,1 11,7 17,8 15,3
Maximum 13,4 34,1 15,4 35,9 31,6 26,1
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Figure 9 : Evolution de la concentration plasmatique en AMH chez les entiers non immunisés au cours de I'année

Profil de sécrétion des stéroides

Profil de sécrétion de la testostérone

Au total 6 prélevements n’ont pas été exploités. Les concentrations moyenne de testostérone
(tableau XI) montrent que 3 étalons possédent des valeurs moyennes plus élevées mais de méme
niveau (7, 7.6, 7.1 nMole/L), un étalon posséde une valeur moyenne plus basse (2 nMole/L) et un
posséde une valeur moyenne intermédiaire (5 nMole/L). On observe également que celui qui posséde
la testostéronémie moyenne la plus faible présente le moins de variation au cours de I'année (0.9)
tandis que ceux possédant les valeurs moyennes les plus élevées présentent le plus de variation (2,
2.3, 3.1) et le dernier présente comme pour la concentration moyenne une variation intermédiaire au
cours de I'année (1.3).

Les concentrations mesurées les plus faibles sont obtenues pour le mois de juillet (figure 10) mais
également pour les mois d’aout et septembre pour I'ensemble des étalons

On observe également que le cheval qui présente la testostéronémie moyenne la plus basse est celui
qui possede la concentration moyenne en AMH la plus élevée et que celui présentant la
testostéronémie moyenne intermédiaire présente la concentration moyenne en AMH la plus basse.

On observe également que c’est le cheval le plus jeune (8 ans) qui présente la concentration moyenne
en testostérone la plus basse et que ce sont les plus agés qui présentent les concentrations moyennes
les plus élevées.
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Tableau XI : Testostéronémie (nMole/L) chez les entiers non immunisés

. N°31
Testostérone
Zangando | Moyenne
nMole/L
13 ans
Valeur jO 4,8 4,6 6,8 5,8 10,6 6,5
Valeur j28 3,7 1,8 9,8 5,0 5,7 5,2
Moyenne 5,0 2,0 7,0 7,6 7,1 5,7
Ecart-type 1,3 0,9 2,0 2,3 3,1 1,9
Minimum 3,4 1,2 4,4 3,7 0,0 2,6
Maximum 7,3 4,6 9,8 11,5 11,0 8,9
Testostérone
nMole/L
14,0
12,0
10,0
8,0
6'0 ¥
4’0 K
2,0 x
0,0 vV
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
=—Apito =—Eneias Numéro de prélévement
e O | 2 f Quico
e 73ngando

Figure 10 : Evolution de la testostéronémie chez les entiers non immunisés au cours de I'année

Profil de sécrétion de I'cestradiol

Au total, 10 prélévements n’ont pas été exploités. Les valeurs moyennes de I'oestradiolémie
mesurées chez les 5 chevaux entiers montrent une répartition comparable avec les résultats
obtenus pour la testostéronémie ( tableau XIl) avec les 3 mémes entiers présentant les valeurs
moyennes les plus élevées ( 118, 117.9 et 57.3 pMole/L) avec les plus grandes variabilités ( 23,
29.4 et 56.8) tandis que celui présentant la concentration moyenne intermédiaire en
testestérone présente également la concentration moyenne intermédiaire en cestradiol ( 29.5
pMole/L) et la variabilité intermédiaire ( 15.9) et le cheval le plus jeune présentant la
testostéronémie moyenne la plus faible avec la plus faible variation annuelle présente les méme
caractéristiques pour |'oestradiolémie (7.5 pMole/L +/- 9.2 ).

En revanche il ne semble pas y avoir de relation entre la saisonnalité et la concentration mesurée en
cestradiol sanguin (figure 11).
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Tableau XII : Estradiolémie(pMole/L) chez les entiers non immunisés

Valeur jO
Valeur j28
Moyenne
Ecart-type
Minimum
Maximum

N°31
Zangando | Moyenne
13 ans

39,8 28,6 221,0 132,0 100,4 104,4
54,1 8,4 25,8 103,7 99,0 58,2
29,5 7,5 57,3 118,0 117,9 66,0
15,9 9,2 56,8 23,0 29,4 26,9
5,9 0,2 14,0 85,2 84,9 38,0
54,1 28,6 221,0 150,5 176,8 126,2

Oestradiol

pMole/L

250,0

200,0

150,0

100,0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

e Apito == Eneias Numéro de prélévement
e O |2 f Quico
e 7angando

Figure 11: Evolution de I’cestradiolémie chez les entiers non immunisés au cours de I'‘année

Profil de sécrétion de I'androsténédione

Au total, 8 préléevements n’ont pas été exploités. On observe que pour les concentrations

d’androsténédione les variations et les amplitudes sont moins marqués que pour les deux autres

stéroides. Le cheval présentant les concentrations moyennes de testostérone et d’cestradiol les plus

élevées présente des concentrations d’androsténédione inférieures au seuil de détection du test

pour I'ensemble des prélévements (tableau Xlll), de fagon similaire celui qui présente les

concentrations moyennes des autres stéroides les plus faible ne présente que la premiére mesure

au-dessus du seuil de détection du test.

Pour les autres individus on observe des concentrations plasmatiques variables au cours de I'année

(figure 12).
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Tableau XIIl : Concentration plasmatique en androsténédione chez les entiers non immunisés

Androsténédione NSt
Zangando | Moyenne
nMole/L
13 ans
Valeur jO 1,2 0,7 0,0 0,6
Valeur j28 1,0 0,0 3,3 0,0 0,0 0,9
Moyenne 1,7 0,1 2,4 0,9 0,0 1,0
Ecart-type 1,1 0,2 1,1 0,6 0,0 0,6
Minimum 0,9 0,0 1,0 0,0 0,0 0,4
Maximum 4,3 0,7 3,6 1,8 0,0 2,1

Androstenedione
nMole/L

5,0

4,5

4,0

3,5

3,0

2,5

2,0

1,5 R
1,0 e

0,5 \

0,0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
e Apito e Eeias Numéro de prélévement
e O | af Quico
e 73ngando

Figure 12: Evolution de la concentration plasmatique en androsténédione chez les entiers non immunisés au cours de I’'année

Profil de sécrétions hormonales chez les chevaux immunisés de rang 1

On compte 5 chevaux pour cette catégorie de rang 1. Le cheval Casablanca a regu sa premiere
injection vaccinale en novembre 2016 et ce cheval faisait partie de I'étude précédente. Nous
considérerons donc que sa valeur initiale est a jO celle qu’il possédait en novembre 2011 afin de
pouvoir effectuer des comparaisons avec les chevaux du méme lot. Les prélevements du cheval Habibe
n’ont pas été réalisés pour les mois d’Aout, Octobre, Novembre et Décembre ainsi qu’en juillet pour le
cheval Fundador. Sur chacun des graphiques les fleches rouges représentent les injections de primo-
immunisation pour les chevaux de rang 1. La fleche verte correspond a l'injection de rappel
prématurément réalisée pour le cheval Casablanca.
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Profil de sécrétion de 'AMH
Des variations interindividuelles de la concentration d’AMH entres les différents chevaux de

rang 1 avec des concentrations moyennes apres j28 allant de 16.4 pg/L a 89.5 pg/L (tableau XIV). Les
écarts-types sont faibles pour tous les chevaux (1.4-10.3) a I'exception de César (65.9). Chez ce dernier
cheval il se produit une forte augmentation de la concentration mesurée en AMH dés la premiere
injection (26.2 pg/L a jO et 143.2 pg/L a j28) avec des fluctuations trés importantes au cours de I'année
(figure 13)

Tableau XIV: Concentration plasmatique en AMH chez les chevaux de rang 1

N°23 N°21 N°20
AMH (pg/L) Fundador Oriental | Casablanca | Moyenne
7 ans 7 ans 10 ans
Valeur jOo 38,6 22,8 34,6 26,2 13,6 10,2 24,3
Valeur j28 25,4 13,6 35,4 143,2 22,0 11,3 41,8
Moyenne 25,3 16,4 30,3 89,5 29,2 11,7 33,7
>j28

Ecart-type 4,9 7,1 10,3 65,9 6,0 1,4 15,9
Minimum 22,3 0,7 0,5 11,4 13,6 9,0 9,6
Maximum 38,6 22,8 36,7 207,8 33,3 14,3 58,9

AMH

png/L

250

200

150

100

50

0

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
===Hino ==Habibe Numéro de prélévement
Fundador e Casar
e Oriental e Casablanca

Figure 13: Evolution de la concentration plasmatique en AMH chez les chevaux de rang 1 au cours de I'année
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Profil de sécrétion des stéroides

Profil de sécrétion de la testostérone

Pour I'ensemble des chevaux du lot a I'exception de Casablanca une baisse de la
concentration plasmatique en testostérone survient des la premiere injection vaccinale (tableau XV).
Chez les chevaux les plus jeunes (Hino, Habibe, Fundador et Oriental) les concentrations mesurées
restent basses au cours du temps avec de faibles variations (figure 14). En revanche il se produit une
augmentation rapide 3 mois aprés la premiére injection pour Casablanca de la concentration
plasmatique en testostérone puis une baisse aprés son injection recue 5 mois apres sa premiere
injection avant une augmentation dés le mois de juillet. Pour le cheval César qui présentait les plus
grosses variations en AMH, la testostéronémie remonte dés le mois de juin avant de baisser en Aout
et de réaugmenter en septembre avant de diminuer pour la fin d’année.

Tableau XV: Testostéronémie (nMole/L) chez les chevaux de rang 1

Testostérone N°25 N°24 N°23 N°21 N°20
Hino Habibe Fundador Oriental | Casablanca | Moyenne
nMole/L
5 ans 5 ans 7 ans 7 ans 10 ans
Valeur jOo 7,6 9,5 9,1 6,5 5,2 1,8 6,6
Valeur j28 3,4 8,9 4,4 3,6 4,4 2,0 4,5
Moyenne 0,4 1,0 2,0 6,9 2,2 6,1 3,1
>j28
Ecart-type 2,3 3,9 3,1 5,1 1,5 3,1 3,2
Minimum 0,0 0,0 0,0 0,2 0,9 0,9 0,3
Maximum 7,6 9,5 9,1 15,0 5,2 9,7 9,4
Testostérone
nMole/L
16,0
14,0
12,0
10,0
8,0
6,0
4,0
2,0
0,0 A
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
e HiNoO e Hahibe Numéro de prélévement
Fundador e Cesar
e Oriental = asablanca

Figure 14: Evolution de la testostéronémie chez les chevaux de rang 1 au cours de I'année

38



Profil de sécrétion de I'cestradiol

Pour I'ensemble des chevaux du lot a I'exception de Casablanca une baisse de la concentration
plasmatique en cestradiol se produit aprés la fin du protocole vaccinal et méme parfois aprés la
premiere injection (tableau XVI). Par la suite, les concentrations mesurées restent stables au cours de
I’étude (figure 15) sauf pour le cheval César, le plus agé du lot, chez qui les concentrations mesurées
sont trés variables dés le mois de Mai. On notera chez Casablanca une baisse de la concentration
mesurée apres le premier rappel vaccinal puis une ré augmentation dés le mois suivant.

Tableau XVI : Estradiolémie(pMole/L) chez les chevaux de rang 1

. N°25 N°23 N°20
(Estradiol .
pMole/L Hino Fundador Casablanca | Moyenne
5 ans 7 ans 10 ans
Valeur jOo 269,2 173,3 219,2 235,0 128,0 11,8 172,8
Valeur j28 131,8 100,8 283,8 166,2 14,8 21,2 119,8
M‘;‘Jf;g"e 90,9 114,9 124,1 134,3 15,2 46,3 87,6
Ecart-type 54,0 26,9 56,3 52,3 34,5 26,1 41,7
Minimum 63,1 99,2 87,8 83,6 5,3 0,1 56,5
Maximum 269,2 173,3 283,8 245,3 128,0 75,8 195,9
QOestradiol l l
pMole/L
300,0 ‘
250,0
200,0
150,0
100,0
50,0
0,0 —
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
s HiN O e Habibe Numeéro de prélévement
Fundador — CESar
e Oriental e Casablanca

Figure 15: Evolution de I’cestradiolémie chez les chevaux de rang 1 au cours de I'année
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Profil de sécrétion de I'androsténédione

Les prélevements pour César et Oriental n’ont pas pu étre analysés en Janvier soit pour la
valeur JO. Il s’agit du seul lot de chevaux immunisés ou I'ensemble des chevaux possedent au moins
une concentration plasmatique en androsténédione au-dessus du seuil de détection du test (tableau
XVIl). Chez tous les chevaux il se produit une baisse de la concentration plasmatique en
androsténédione aprés les deux injections a I'exception de Casablanca chez qui une baisse ne survient
gue temporairement aprés son premier rappel (figure 16). De méme que pour la testostérone, seuls
César et Casablanca présentent des variations importantes d’androsténédionémie au cours du temps.

Tableau XVII: Concentration plasmatique en androsténédione chez les chevaux de rang 1

L N°25 N°23 N°21 N°20
Androsténédione . .
Hino Fundador Oriental | Casablanca | Moyenne
nMole/L
5 ans 7 ans 7 ans 10 ans
Valeur jO 3,2 1,3 2,5 0,0 2,3
Valeur j28 0,0 0,0 2,6 0,8 0,0 0,0 0,7
Moyenne >j28 0,0 0,0 0,3 0,7 0,0 1,6 0,2
Ecart-type 0,9 0,5 1,1 0,8 0,1 1,2 0,7
Minimum 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Maximum 3,2 1,3 2,6 2,1 0,5 3,5 1,9
Andrsoténédione

nMole/L

w 3|

3,5

3,0

2,5 \

2,0

1,5

1,0

> \ /\
0,0

1 2 3 - 5 6 7 8 9 10 11 12

s HiN O cme Habib e Numeéro de prélévement
Fundador — CESar
e Oriental e Casablanca

Figure 16 : Evolution de la concentration plasmatique en androsténédione chez les chevaux de rang 1 au cours de I'année

Profil de sécrétions hormonales chez les chevaux immunisés de rang 2

Profil de sécrétion de ’AMH

Les concentrations plasmatiques moyenne en AMH apreés j28 sont tres variable entre les différents
individus du lot (10.9 pg/L - 41.1 pg/L) avec des concentrations moyenne apreés j28 équivalentes ou
supérieures a la valeur initiale a jO pour I'ensemble des chevaux. Les variations observées au cours du
temps ne semblent pas suivre de saisonnalité (figure 17) et pour le cheval Rifado, le plus agé du lot
(19 ans) les valeurs de concentrations en AMH sont toutes supérieures a I'ensemble des autres
valeurs obtenus pour les chevaux du lot.
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Tableau XVIII : Concentration plasmatique en AMH chez les chevaux de rang 2

e N°17 N°14
(ug/L) Alecrim Cravolll Moyenne
HE 12 ans 10 ans
Valeurjo 13,6 11,7 20,2 30,8 8,7 10,6 9,1 15,0
V"J?"z‘;”r 12,2 12,4 18,4 36,1 16,2 13,8 75 16,7
Moyenne 49 12,7 17,7 411 225 17,1 10,9 19,4
>j28
Ecart- 1,0 1,3 3,7 45 6,0 3.4 16 31
type
Minimum 12,2 10,3 10,1 30,8 8,7 10,6 75 12,9
Maximum 15,3 14,7 21,9 46,7 27,3 22,9 12,5 23,0

AMH
pug/L l l

50,0

40,0 W
30,0

. #
10,0 —

0,0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Baco Alamar Alecrim Numeéro de préléevement
e Rifado e CaStOr e Cravo ||
e Ambar

Figure 17 : Evolution de la concentration plasmatique en AMH chez les chevaux de rang 2 au cours de I’année

Profil de sécrétion des stéroides

Profil de sécrétion de la testostérone

Pour I'ensemble des chevaux du lot il se produit une baisse de la concentration plasmatique
en testostérone apres les deux injections pour le cheval Baco et dés la premiére injection pour les
autres individus ( tableau XIX). Ces concentrations baissent et se stabilisent au cours du temps (figure
18) a I'exception des chevaux Alamar et Alecrim qui possédent des concentrations mesurées plus
variable avec une baisse lors des mois de Juillet et Aout.
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Tableau XIX : Testostéronémie (nMole/L) chez les chevaux de rang 2

Testostérone 2L oL bR
nMole/L Alamar | Alecrim | Rifado | Castor | Cravo ll Moyenne
12 ans 10ans | 10 ans
Valeur jO 2,3 4,9 7,3 2,6 5,8 3,5 10,2 5,2
Valeur j28 2,5 3,2 0,1 0,8 1,4 2,5 3,3 2,0
Moyenne 1,7 3,7 2,0 1,3 1,4 1,5 1,0 1,8
>j28

Ecart-type 0,8 1,7 2,1 0,7 1,3 0,7 2,7 1,4
Minimum 0,1 0,1 0,1 0,7 0,5 0,9 0,0 0,4
Maximum 2,6 6,3 7,3 2,6 5,8 3,5 10,2 5,5

Téstostérone

nMole/L

12,0

10,0

8,0

6,0

4,0 N

2,0

0,0

1 2 3 - 5 6 7 8 9 10 11 12
Numeéro de préléevement

s Baco w— Alamar Alecrim
e Rifado e Castor e Cravo |l
e Ambar

Figure 18 : Evolution de la testostéronémie chez les chevaux de rang 2 au cours de I’‘année

Profil de sécrétion de l'cestradiol

Au total, 7 prélevements sur les chevaux Rifado, Castor et Ambar n’ont pas pu étre analysés. A
I’observation des concentrations plasmatiques mesurées en cestradiol chez les chevaux de rang 2 on
peut classer les chevaux de ce lot selon 3 catégories. Ceux dont la concentration initiale est trés basse
et ne variera que tres peu au cours du temps (Rifado et Castor), ceux dont la concentration mesurée
chute dés la premiére injection vaccinale et restera ensuite basse au cours du temps (Cravo Il et Ambar
) et enfin les autres dont les concentrations mesurées ne sont pas ou peu modifiées apres le rappel
vaccinal ( tableau XX) et dont les variations ne semblent pas répondre a une saisonnalité particuliere
(figure 19)
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Tableau XX: Estradiolémie(pMole/L) chez les chevaux de rang 2

. N°17 N°14
CEstradiol .
Mole/L Alecrim Cravo ll Moyenne
P 12 ans 10 ans
Valeur jO 98,6 78,8 129,4 8,6 17,5 164,0 219,0 102,3
Valeur j28 84,9 71,6 95,2 17,5 12,8 15,5 6,3 43,4
Mi‘gg”e 86,6 83,6 88,8 9,0 10,7 11,2 5,6 42,2
Ecart-type 15,7 20,3 19,9 5,0 4,3 44,2 67,6 25,3
Minimum 55,2 41,0 48,3 1,4 3,0 0,9 0,8 21,5
Maximum 109,7 105,3 129,4 17,5 17,5 164,0 219,0 108,9
QOestradiol
Mole/L
P §
200,0
150,0
100,0 —— <
50,0 -.\/_
0,0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
e Baco e Alamar Alecrim Numéro de prélévement
= Rifado e Castor — Cravo |

Figure 19: Evolution de I’cestradiolémie chez les chevaux de rang 2 au cours de I'année

Profil de sécrétion de I'androsténédione

Les préléevements a jO de Cravo Il et Ambar n’ont pas pu étre effectués. Des valeurs au-dessus
du seuil de détection ne sont présentes seulement que pour deux chevaux dans le lot (tableau XXI). Il
se produit une baisse des concentrations mesurées apres la premiere injection de rappel pour
ensuite avoir des mesures en dessous du seuil de détection pour le reste de I'année (figure 20).
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Tableau XXI: Concentration plasmatique en androsténédione chez les chevaux de rang 2

S N°17 N°14
Androsténédione !
nMole/L Alecrim Cravol ll Moyenne

12 ans 10 ans
Valeur jO 0,0 0,0 0,6 0,0 1,2 0,3
Valeur j28 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Moyenne >j28 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Ecart-type 0,0 0,0 0,2 0,0 0,3 0,0 0,0 0,1
Minimum 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Maximum 0,0 0,0 0,6 0,0 1,2 0,0 0,0 0,2

Androsténédione

nMole/L l
14 l
1,2
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
0,0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
e BaCO e A\lamar Alecrim Numeéro de préléevement
e Rifado e Castor e Cravo ||
e Ambar

Figure 20 : Evolution de la concentration plasmatique en androsténédione chez les chevaux de rang 2 au cours de I'année

Profil de sécrétions hormonales chez les chevaux immunisés de rang 3

On compte 4 Chevaux appartenant a cette catégorie, le cheval Distinto a été castré
chirurgicalement le 29 ao(t il n’a plus subi de préléevement en novembre et en décembre. Les
prélevements de Kongo en Février, Septembre, Octobre, Novembre et Décembre n’ont pas pu étre
analysés ainsi que rdle prélevement d’Avril du cheval Capote.

Profil de sécrétion de 'AMH

Les concentrations plasmatiques moyenne aprés j28 sont trés variables entre les différents
chevaux de rang 3 (14 pg/L — 40.5 pg/L) et les variations sont plus importante pour les chevaux
présentant les valeurs les plus élevées (1 — 19.7). On observe pour I'ensemble des chevaux du lot une
baisse de la concentration plasmatique en AMH aprés le rappel vaccinal (figure 17) mais, a I'exception
du cheval Distinto chez lequel on observe une chute de la concentration mesurée apres sa castration
chirurgicale, les concentrations restent relativement stable au cours du temps.
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Tableau XXII : Concentration plasmatique en AMH(ug/L) chez les chevaux de rang 3

N°11 N°9
AMH (pg/L) Brasil Distinto Moyenne
11 ans 9 ans
Valeur jO 13,6 41,1 60,4 31,2 36,6
Valeur j28 12,2 39,7 54,8 35,6
Moyenne >j28 14,0 40,5 39,0 28,7 30,6
Ecart-type 1,0 2,7 19,7 4,6 7,0
Minimum 12,2 36,8 0,2 21,3 17,6
Maximum 15,3 45,8 60,4 34,0 38,9
AMH
ug/L l l
70,0
60,0
50,0
40,0 — — /\_/\-—-.
30,0 \/\
200 —\
10,0
0,0

1 2 3 - 5 6 7 8 9 10 11 12
Numeéro de préléevement

Brasil Capote Distinto s Kongo |

Figure 21: Evolution de la concentration plasmatique en AMH chez les chevaux de rang 3 au cours de I’'année

Profil de sécrétion des stéroides

Profil de sécrétion de la testostérone

Pour deux chevaux de rang 3 les concentrations plasmatiques en testostérone initiales sont
tres basse et ne varient que tres peu au cours du temps (tableau XXIIl). Cependant pour les deux autres
on observe une concentration moyenne apres j28 inférieures aux mesures initiales. Cette baisse est
notable chez le cheval Capote qui présente la concentration initiale la plus élevée (8.2 nMole/L) , on
observe néanmoins une nouvelle baisse saisonniére pour les mois de Juillet et Aout avant une ré
augmentation de la concentration mesurée des le mois de septembre ( figure 18)
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Tableau XXIII : Testostéronémie (nMole/L) chez les chevaux de rang 3

Testostérone N°1% 'N‘j9
nMole/L Brasil Distinto Moyenne
11 ans 9 ans
Valeur jO 2,3 8,2 0,0 0,0 2,6
Valeur j28 2,5 5,2 0,7 2,8
Moyenne >j28 1,7 4,6 0,1 0,1 1,6
Ecart-type 0,8 2,6 0,3 0,3 1,0
Minimum 0,1 1,5 0,0 0,0 0,4
Maximum 2,6 9,9 0,7 0,7 3,5
Testostérone
nMole/L
12,0 l l
10,0
8,0
6,0 \
4,0
2,0
0,0

1 2 3 - 5 6 7 8 9 10 11 12
Numeéro de préléevement

Brasil Capote Distinto s Kongo |

Figure 22: Evolution de la testostéronémie chez les chevaux de rang 3 au cours de I’'année

Profil de sécrétion de I'cestradiol

Les valeurs initiales d’oestradiolémie entre sont trés variables (38 — 112.8 pMole/L) (Tableau
XXIV) entre les différents chevaux de rang 3 et les ecarts-types sont du méme ordre de grandeur
(15.7-29.3) entre ces mémes chevaux. Cependant une nette diminution de I'oestradiolémie entre jO
et j28 n’est observé que chez le cheval Distinto et il n’y a pas de différence entre la moyenne
observée apres j28 et la valeur initiale a jO a I'exception du cheval Kongo.

Il est a noter que I'oestradiolémie augmente pour le cheval Capote apres les nouvelles injections
vaccinales. (Figure 23).
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Tableau XXIV : Estradiolémie(pMole/L) les chevaux de rang 3

Estradiol N°1% .N‘_‘9
pMole/L Brasil Distinto Moyenne
11 ans 9 ans

Valeur jO 98,6 38,0 112,8 99,6 87,3

Valeur j28 84,9 59,1 111,0 85,0
Moyenne >j28 86,6 39,2 114,6 80,5 80,2

Ecart-type 15,7 29,3 17,3 29,3 22,9

Minimum 55,2 12,7 84,9 42,0 48,7

Maximum 109,7 112,8 131,3 118,0 118,0

QOestradiol
pMole/L
140,0 ‘
120,0

100,0
80,0

60,0
40,0
20,0

0,0

1 2 3 - 5 6 7 8 9 10 11 12
Numeéro de préléevement

Brasil Capote === Distinto ====Kongo |

Figure 23 : Evolution de I’cestradiolémie chez les chevaux de rang 3 au cours de I'année
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Profil de sécrétion de I'androsténédione

Un seul cheval de rang 3 présente des concentrations plasmatiques au-dessus du seuil de
détection du test (tableau XXV). Il n’y a pas d’effet observé apres le rappel vaccinal effectué et les
concentrations mesurées sont trés variable au cours du temps (figure 20).

Tableau XXV : Concentrations plasmatiques en androsténédione chez les chevaux de rang 3

Androsténédione 'N.9
Distinto Moyenne
nMole/L
9 ans
Valeur jO 0,0 1,3 0,0 0,0 0,3
Valeur j28 0,0 1,6 0,0 0,5
Moyenne >j28 0,0 1,8 0,0 0,0 0,5
Ecart-type 0,0 1,2 0,0 0,0 0,3
Minimum 0,0 0,5 0,0 0,0 0,1
Maximum 0,0 3,7 0,0 0,0 0,9

Androstnedione
nMole/L

4,0 '

3,5
3,0
2,5
2,0
1,5 /
1,0
0,5

0,0

1 2 3 - 5 6 7 8 9 10 11 12

Numeéro de préléevement

s Brasil e Capote Distinto s Kongo |

Figure 24 : Evolution de la concentration plasmatique en androsténédione chez les chevaux
de rang 3 au cours de I'année
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Profil de sécrétions hormonales chez les chevaux immunisés de rang 4

Il'y a 5 chevaux de rang 4 dans I'étude, aucun n’a été castré chirurgicalement au cours de I'étude. On
notera que les prélévements de mars, novembre et décembre n’ont pas été réalisés pour le cheval
Candelario ainsi que pour le cheval Craque au mois de juillet.

Profil de sécrétion de '’AMH

Pour 4 des 5 chevaux de I’étude, les concentrations plasmatiques moyenne apres j28 sont assez
similaires a la valeur obtenue a jO avec des variations assez faible (4.6 — 8.3) malgré une variabilité
inter-individu assez nette (tableau XXVI). Cependant le cheval Candelario présente une forte
augmentation de la concentration en AMH plasmatique aprés la premiére injection de rappel (10.6
g/Lajo,240.7 g/L aj 28), c’est également lui qui présente la plus grande variabilité de concentration
plasmatique mesurée (83.9 g/L). On observe donc chez ce cheval une forte augmentation avant une
diminution progressive tandis que pour les autres les concentrations mesurées sont stables au cours
du temps (figure 21) et que I'on n’observe pas d’effet d’injection.

Tableau XXVI: Concentration plasmatique en AMH chez les chevaux de rang 4

N°3 N°7 N°6 N°8
AMH (pg/L) Candelario Catraio Eclipse Ze-quidim
11 ans 10 ans 8 ans 13 ans

Valeur jo 10,6 31,1 49,2 18,5 12,7
Valeur j28 240,7 27,3 43,2 18,7 13,1
Moyenne >j28 61,4 34,5 44,0 16,9 18,8
Ecart-type 83,9 4,6 7,1 6,0 8,3
Minimum 0,0 27,3 27,0 5,2 0,0
Maximum 240,7 41,6 52,9 23,8 30,1

AMH
pg/L l l
300,0

250,0
200,0
150,0
100,0
50,0 —
0,0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

=== (andelario === Catraio Numéro de prélévement
Craque e EClipse

7 0-(UIdIM  e— Cjvagque

Figure 25 : Evolution de la concentration plasmatique en AMH chez les chevaux de rang 4

49

Moyenne

24,4
68,6
35,1
22,0
11,9
77,8



Profil de sécrétion des stéroides

Profil de sécrétion de la testostérone

On observe une grande disparité entre les concentrations en testostérone plasmatique
obtenus a la valeur jO (0 — 8,2 nMole/L) avec une moyenne a 3,3 nMole/L (tableau XXVII). Pour le cheval
Eclipse la plupart des valeurs mesurées sont inférieurs au seuil de détection du test et on n’observe
pas d’effet lié a la réimmunisation car la concentration était déja trés basse. Pour 3 des autres chevaux
de rang 4 on observe une baisse de la concentration plasmatique mesurée apres la premiére injection
(Candelario et Catraio) ou aprés la deuxieme (Ze-quidim). En revanche la modification des
concentrations plasmatiques en testostérone n’est pas marquée chez le cheval Craque et le rappel
pratiqué semble avoir peu d’effet (figure 22). On note également I'augmentation de la concentration
mesurée a partir du mois d’octobre pour le cheval Ze-quidim qui présentait la concentration initiale la

plus élevée.

Tableau XXVII : Testostéronémie (nMole/L) chez les chevaux de rang 4

Testostérone \E N e A
nMole/L Candelario Catraio Eclipse Ze-quidim | Moyenne
11 ans 10 ans 8 ans 13 ans
Valeur jo 5,0 2,0 1,3 0,0 8,2 3,3
Valeur j28 0,3 0,0 2,0 0,0 7,2 1,9
Moyenne >j28 0,2 0,0 1,2 0,1 1,9 0,7
Ecart-type 1,6 0,6 0,8 0,1 2,8 1,2
Minimum 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0
Maximum 5,0 2,0 2,2 0,5 8,2 3,6
Téstostérone
nmole/
e |
8,0
7,0
6,0

5.0
40

3.0

2,0 ~
1,0 A
0.0

1 2 3 - 5 6 7 8 9 10 11 12

s Candelario e Catraio Numéro de prélévement
Craque e EClipse
— 7 -cjuidim e Civague

Figure 26 Evolution de la testostéronémie chez les chevaux de rang 4 au cours de I'année
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Profil de sécrétion de I'cestradiol

Les concentrations plasmatiques moyenne en cestradiol aprés j 28 sont trés variables selon les
individus (58,4 pMole/L—111,1 pMole/L). On observe une baisse de la concentration plasmatique en
cestradiol chez tous les individus apres la premiere ou la deuxieme injection de rappel (tableau XXVIII)
mais les concentrations mesurées au cours du temps sont tres variable (figure 23)

Tableau XXVIII : GEstradiolémie(pMole/L) chez les chevaux de rang 4

Estradiol NS .
Mole/L Candelario Moyenne
P 11 ans
Valeur jo 133,0 120,2 77,0 89,3 127,0 109,3
Valeur j28 56,9 41,3 82,1 85,2 93,0 71,7
Moyenne >j28 58,4 101,3 66,4 111,1 96,8 86,8
Ecart-type 32,4 25,8 9,4 21,1 30,6 23,8
Minimum 27,3 41,3 56,2 75,4 58,6 51,8
Maximum 133,0 126,1 82,1 137,7 174,4 130,7
Oestradiol
pMole/L l
200,0 l
150,0
100,0 /\
50,0
0,0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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Figure 27: Evolution de I’cestradiolémie chez les chevaux de rang 4 au cours de I'année

Profil de sécrétion de I'androsténédione

Un seul cheval présente des valeurs au-dessus du seuil de détection du test (Tableau XXIX) avec
une concentration moyenne aprés 28 jours inférieur a la valeur initiale (1,7 nMole/L). On observe
également une augmentation de la concentration mesurée a partir du mois d’avril (figure 24) tandis
gu’on observait une augmentation de la concentration en testostérone uniquement a partir du mois
d’octobre pour ce cheval Ze-quidim
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Tableau XXIX: Concentration plasmatique en androsténédione chez les chevaux de rang 4

AT N°3 N°7 N°6 N°8
Androsténédione . . . o
nMole/L Candelario Catraio Eclipse Ze-quidim | Moyenne

11 ans 10 ans 8 ans 13 ans
Valeur jO 0,0 0,0 0,0 1,7 0,4
Valeur j28 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,0
Moyenne >j28 0,0 0,0 0,0 0,0 0,7 0,1
Ecart-type 0,0 0,0 0,0 0,0 0,6 0,1
Minimum 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Maximum 0,0 0,0 0,0 0,0 1,7 0,3

Androstenedione

nMole/L
1,8 l l

1,6
1,4
1,2
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
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Figure 28: Evolution de la concentration plasmatique en androsténédione chez les chevaux de rang 4 au cours de I'année
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Profil de sécrétions hormonales chez les chevaux immunisés de rang 5

L'effectif des chevaux de rang 5 est composé de deux individus, Burundi et Cantinflas. Pour
I’ensemble des différents tests, 3 analyses par série n’ont pas été réalisé par défaut de prélevement

Pour Cantinflas pour les mois de Mars, Novembre et Décembre. On notera par ailleurs la
castration chirurgicale de ce méme cheval a la date du 03/10/2017.

Profil de sécrétion de 'AMH

On observe une concentration moyenne trés différente en AMH pour les deux chevaux de
I'effectif (6.3, 240.7 g/L) avec des concentrations plasmatiques trés variable pour le cheval Cantinflas
(82.5) (Tableau XXX). Cette valeur moyenne obtenue est la plus élevée de I'ensemble des chevaux de
I’étude. On observe une baisse de la concentration obtenue a partir du mois d’Avril pour le cheval
Cantinflas (figure 25) et une concentration plasmatique en AMH assez stable pour le cheval Burundi.

Tableau XXX: Concentration plasmatique en AMH chez les chevaux de rang 5

N°2 N°1
AMH (pg/L) Burundi Cantinflas Moyenne
11 ans 10 ans
Valeur jO 5,8 25,7 15,8
Valeur j28 9,9 240,7 125,3
Moyenne 6,3 61,4 33,8
Ecart-type 2,4 82,5 42,5
Minimum 3,0 0,0 1,5
Maximum 10,1 240,7 125,4
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Figure 29: Evolution de la concentration plasmatique en AMH chez les chevaux de rang 5 au cours de I'année

Profil de sécrétion des stéroides

Profil de sécrétion de la testostérone

On observe pour les deux chevaux de rang 5 une faible sécrétion en testostérone avec des
moyennes a 0.3 nMole/L et des maximums a 1.7 et 1.3 nMole/| (Tableau XXXI). De plus on observe des
variations de la concentration plasmatique mesurée entre Janvier et Juin pour le cheval Burundi et
entre Janvier et Juillet pour le cheval Cantinflas avant de voir la sécrétion de testostérone chuté en
dessous du seuil de détection et donc de tomber a 0 pour le reste de I'étude (figure 26).

Tableau XXX| : Testostéronémie (nMole/L) chez les chevaux de rang 5

N°2 N°1
Burundi Cantinflas Moyenne
11 ans 10 ans

Testostérone

nMole/L

Valeur jO 0,7
Valeur j28 1,01 0,31 0,7
Moyenne 0,3 0,2 0,2
Ecart-type 0,6 0,5 0,5
Minimum 0,0 0,0 0,0
Maximum 1,7 1,3 1,5
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Figure 30: Evolution de la testostéronémie chez les chevaux de rang 5 au cours de I'année

Profil de sécrétion de I'cestradiol

On observe chez le cheval Burundi la concentration plasmatique moyenne en cestradiol la plus
élevée de I'ensemble des chevaux de I'étude (tableau XXXII) avec un écart-type trés important (303.1).
On observe une trés forte augmentation apres la premiére injection de rappel vaccinal puis une baisse
a partir du mois d’Avril pour le cheval Burundi (figure 27). Pour le cheval Cantinflas, on observe une
baisse de la concentration en cestradiol obtenue des la premiéere injection de rappel vaccinal avec par
la suite une concentration moyenne apres la deuxieme injection plus basse que celles observées chez
les chevaux de rang 4.

Tableau XXXII : GEstradiolémie(pMole/L) chez les chevaux de rang 5

(Estradiol N2 . N.°1
pMole/L Burundi Cantinflas Moyenne
11 ans 10 ans

Valeur jo 86 139 112,5

Valeur j28 749,7 56,9 403,3
Moyenne >j28 238,8 58,4 148,6

Ecart-type 303,1 33,9 168,5

Minimum 71,0 27,3 49,2

Maximum 784,2 139,0 461,6
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Figure 31: Evolution de I'cestradiolémie chez les chevaux de rang 5 au cours de I'année

Profil de sécrétion de I'androsténédione

L’'ensemble des valeurs mesurées pour les deux chevaux de rang 5 sont inférieures au seuil de
détection du test et donc égales a 0. On peut supposer qu’il n’y a donc pas de sécrétion
d’androsténédione notable pour ces deux individus. Pour I'ensemble de la série, 5 prélevements
n’ont pas été analysés.

Comparaison des profils hormonaux entre les différents rangs de vaccination

Profil de sécrétion de 'AMH

Initialement, les valeurs chez les chevaux immunisés oscillent entre 15 et 40 pg/L (figure 32)
et celle des chevaux entiers est a 20 pg/L. La concentration mesurée chez les entiers et les chevaux
de rang 2 est stable aux alentours de 20pg/L tandis que I'on observe une diminution chez les chevaux
de rang 3 chez qui la valeur initiale est pourtant la plus élevée (36,6 pug/L) jusqu’au préléevement
numéro 10 (20 pg/L) avant une légére remontée.

Chez les 3 autres groupes on observe une augmentation de la concentration plasmatique d’AMH
apres la premiére injection avant une diminution importante dés le prélevement numéro 3. Ces
fluctuations sont plus importantes chez les chevaux de rang 5 que chez les chevaux de rang 4 que
chez les chevaux de rang 2.

Pour la suite, les concentrations mesurées sont oscillantes pour les chevaux de rang 4 et 5 jusqu’a
une baisse tres importante a partir du prélevement 8 pour les chevaux de rang 5 et une stabilisation
entre 20 et 30 pg/L pour les chevaux de rang 4.
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Pour les chevaux de rang 1, on observe une augmentation a partir du préléevement 6 (apres la
réimmunisation de Casablanca) avant une diminution a partir du prélevement 8 et une augmentation
pour le dernier prélevement.

Les valeurs finales oscillent entre 8,7 (rang 5) et 42 ug/L (rang 1).

AMH
ug/L
140,0

120,0
100,0
80,0
60,0

40,0

20,0

0,0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Numéro de prélevement

Rang 1l es===Rang 2 Rang 3 Rang 4 Rang 5 Entier

Figure 32 : Evolution des concentrations plasmatiques moyenne en AMH au cours de |I'année selon le rang de vaccination

Profil de sécrétion des stéroides

Profil de sécrétion de la testostérone
Les valeurs initiales les plus élevées sont celles des chevaux de rang 1 (7,6 nMole/L) et des
entiers (6,5 nMole/L) et la plus basse est celle des chevaux de rang 5 (0.65 nMole/L) (figure 33).

Pour I'ensemble des chevaux immunisés la testostéronémie moyenne diminue dés la premiere ou a
partir de la seconde injection de rappel immunisant. Chez les chevaux de rang 5 la testostéronémie
reste inférieure a 0,96 nMole/L sur I'ensemble de I'année. La testostéronémie moyenne reste stable
pour les chevaux de rang 4 et ceux de rang 2 pour finir respectivement a 1 et 0,9 nMole/L.

Pour les autres on observe une augmentation a partir du prélevement numéro 6 pour les chevaux de
rang 2 et a partir du prélevement numéro 9 pour les chevaux de rang 3. Les mesures précédentes
étaient assez variables. Les valeurs finales sont de 2,5 nMole/| pour les chevaux de rang 2 aprés un
passage au-dessus de 5nMole/L et de 3,2 nMole/L pour les chevaux de rang 3 sans jamais dépasser 4
nMole/L.

Chez les entiers la testostéronémie moyenne oscille au cours du temps entre 7,1 et 5 nMole/L a
I’exception d’une diminution au prélévement numéro 8 a 2,8 nMole/L.
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Figure 33 : Evolution de la testostéronémie moyenne au cours de I'année selon le rang de vaccination

Profil de sécrétion de I'cestradiol

L'oestradiolémie initiale la plus importante est de 205 pMole/L chez les chevaux de rang 1 et
la plus basse de 87,3 pMole/L chez les chevaux de rang 3. Pour I'ensemble des chevaux immunisés
I’oestradiolémie baisse a partir de la premiére injection immunisante a I'exception des chevaux de
rang 3 chez lesquels cette baisse intervient a partir du prélevement numéro 4 (figure 34). Méme si
I’on observe des variations un ordre de grandeur de cette oestradiolémie moyenne peut étre
dégager pour chacun des rangs. Chez les rangs 1 I'oestradiolémie moyenne oscille aux alentours de
100 pMole/L comme chez les chevaux de rang 4. Pour les chevaux de rang 3, la concentration
plasmatique mesurée est aux alentours de 100 pMole/L jusqu’au prélévement 5 avant de descendre
jusqu’a 50 pMole/L au prélévement numéro 12 tandis que chez les chevaux de rang 2,
I'oestradiolémie moyenne mesurée est inférieure a 50 pMole/L a partir du prélevement numéro 2.

Chez les entiers, on observe une oscillation entre 100 et 44,5 pMole/L avec une diminution au début
d’année et une réaugmentation pour le prélévement numéro 4 avant une descente jusqu’au
prélevement numéro 11 et une légére augmentation pour finir a 74 pMole/L.
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Figure 324: Evolution de I'oestradiolémie moyenne au cours de I'année selon le rang de vaccination

Profil de sécrétion de I'androsténédione

Les valeurs des chevaux de rang 5 sont en dessous du seuil de détection et seulement la valeur
initiale a 0,4 nMole/L est au-dessus du seuil de détection pour les chevaux de rang 2 (figure 35).

Les valeurs initiales varient entre 0 et 2,3 nMole/L pour les chevaux de rang 1. Ces valeurs diminuent
des la premiére injection pour les chevaux immunisés a I'exception des chevaux de rang 3 ou cette
diminution intervient a partir du prélevement numéro 4. Chez I'ensembles des chevaux immunisés, les
valeurs oscillent entre 0 et 1 nMole/L a partir du prélévement numéro 2 a I’exception des chevaux de
rang chez lesquels I'androsténédionémie augmente et diminue deux fois consécutivement sans
dépasser 1,1nMole/L avant de chuter pour la fin d’année.

Chez les entiers, I'androsténédionémie moyenne augmente avant de diminuer pour les prélevements
8 et 9 avant de remonter pour le prélevement 10 puis de se stabiliser a 0,5 nMole/L pour les deux
derniers prélévements. C’'est la population pour laquelle I'androsténédionémie moyenne est la plus
élevée
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Figure 35 : Evolution de I’'androsténédionémie moyenne au cours de I'année selon le rang de vaccination
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Comparaison des profils hormonaux entre 2016 et 2017

Grace a la réalisation de préléevements et d’analyse entre les deux années successives nous
sommes en mesure pour certains chevaux d’effectuer une comparaison des profils hormonaux avec
une année de vaccination supplémentaire pour les chevaux déja immunisés en 2016 mais également
une comparaison pour les chevaux primo-immunisés en 2017 ou tout simplement entre deux années
successives pour les entiers qui n’ont pas été immunisés.

L'androsténédione n’ayant pas été dosée systématiquement sur les chevaux lors de I'étude de 2016
nous n’effectuerons pas de comparaison des profils hormonaux pour cette derniere. Nous étudierons
donc les comparaisons des profils hormonaux pour la liste des chevaux suivants (tableau XXXIII). Les
chevaux N°23,24 et 25 sont exclus de la comparaison car n’ayant pas eu de prélévement en 2016. Nous
aurons donc 27 chevaux pour la comparaison avec 2 chevaux qui passent de rang 4 a 5, 6 chevaux qui
passent de rang 3 a 4, 4 chevaux qui passent de rang 2 a 3, 7 chevaux qui passent de rang 1 a 2, 3
chevaux qui passent d’entier a rang 1 et 5 chevaux qui restent entier.
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Tableau XXXIII: Liste des chevaux de la comparaison

1 Cantinflas PSL 2007 Passage derang4 a5

2 Burundi PSL 2006 Passage derang4 a5

3 Candelario PRE 2006 Passage derang3 a4
4 Civaque PSL 2007 Passage derang3 a4
5 Craque PSL 2007 Passage derang3 a4
6 Eclipse PSL 2009 Passage derang3a4
7 Catraio PSL 2007 Passage derang3 a4
8 Ze-quidim PSL 2004 Passage derang3 a4
9 Distinto PSL 2008 Passage derang 2 a3
10 Capote PSL 2007 Passage derang2 a3
11 Brasil PSL 2006 Passage derang2 a3
12 Kongo | PRE 2007 Passage derang2 a3
13 Ambar PSL 2005 Passage derang 1 a2
14 Cravo PSL 2007 Passage derang1la2
15 Castor PSL 2007 Passage derang 1 a2
16 Rifado PSL 1998 Passage derang1a2
17 Alecrim PSL 2005 Passage derang1a2
18 Alamar PSL 2005 Passage derang1a2
19 Baco PSL 2006 Passage derang1a2
20 Casablanca PSL 2007 Passage d’entier a rang 1
21 Oriental PRE 2010 Passage d’entier a rang 1
22 Cesar PRE 2005 Passage d’entier arang 1
27 Apito PsL 2005 Resté entier

Dourando

28 Eneias PSL 2011 Resté Entier

29 Olaf PRE 2002 Resté Entier

30 Quico PSL 1997 Resté Entier

31 Zangando PSL 2004 Resté Entier
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Comparaison des profils hormonaux des 5 chevaux entier entre 2016 et 2017.
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Figure 36: Comparaison des concentrations plasmatiques en AMH, des testostéronémies, des oestradiolémies entre les années 2016 et 2017

pour les entiers non immunisés au cours des différents mois de I’année

Les concentrations plasmatiques en AMH sont trés variables entre les différents individus a
chaque prélevement pour les deux années mais les concentrations mesurées sont stables au cours du
temps et les moyennes oscillent entre 18 et 25 pg/L a I'exception des prélevements numéro 3 et 12 en
2016 ou les concentrations mesurées sont proche de 10ug/L. Il n’y a pas de différence significative
entre les deux années. (figure 36)

En revanche on note une différence importante pour la comparaison de la testostéronémie qui est
plus élevée en 2016 en moyenne a chaque prélevement avec une plus grande variabilité interindividuel
en 2016. La testostéronémie moyenne oscille autour de 5 nMole/L pour 2017 et est plus élevée en
2016.

De méme les oestradiolémies mesurées en 2016 sont nettement supérieures a celle observées en 2017
pour I’'ensembles des prélevements réalisés a des dates équivalentes. Les moyennes de 2016 sont au
dessus de 150 pMole/L a I'exception du prélevement numéro 2 tandis que celles de 2017 sont aux
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alentours ou inférieures a 100 pMole/L. Ces différences observées pour les stéroides sont
significatives.

L’oestradiolémie de 'année 2016 est stable au cours du temps au alentours de 100 pMole/L tandis que
les valeurs mesurées pour les prélevements 2,3 et 4 sont trés élevées pour I’'année 2017 alors que pour
les autres prélévements la moyenne est au alentour de 100 pMole/L également.
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Comparaison des profils hormonaux des 3 chevaux de rang 1 entre 2016 (entier) et
2017 (rang 1)
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Figure 37: Comparaison des concentrations plasmatiques en AMH, des testostéronémies, des oestradiolémies entre les années 2016 et 2017
pour les entiers immunisés de rang 1 au cours des différents mois de I’année.

Ces trois chevaux sont primo immunisés en 2017 et le profil est comparé avec celui de 2016
lorsqu’ils étaient entier.

Les concentrations plasmatiques en AMH sont significatevement plus élevées en 2017 par rapport a
2016 avec une variabilité individuelle importante. L'augmentation est importante deés la premiere
injection immunisante mais diminue rapidement dés le prélevement numéro 3. Une forte
augmentation est observée pour le prélevement numéro 6 apres un rappel réalisé pour le cheval
casablanca avant une diminution jusqu’a la fin de I’lannée pour obtenir une valeur moyenne a 50 pg/L
(figure 42). Les valeurs de 2016 sont toutes en dessous de 30 pg/L.

La testostéronémie mesurée initialement est basse en 2017 et reste en dessous de 5 nMole/L
jusqu’au préléevement numéro 7 a partir duquel une augmentation et un rapprochement avec les
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valeurs obtenues lorsque les chevaux étaient entiers en 2016 sont observées. La testostéronémie de
2016 est nettement supérieure pour la premiere partie de I'année avant 'augmentation des valeurs
de 2017 et une diminution de la testostéronémie en fin d’année.

L’'oestradiolémie de 2017 est inférieure a celle de 2016 avec une valeure moyenne initiale a 150
pMole/L qui diminue dés la premiére injection immunisante avant de se stabiliser entre 50 et 100
pMole/L dés le prélevement numéro 3. L’oestradiolémie moyenne de 2016 est toujours supérieures
a 150 pMole/L.

Les différences observées pour les concentrations moyennes en stéroides sont significatives d’un
point de vue statistique. Les effets de la primo-immunisation sont visibles entre les deux années.
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Testostérone

Comparaison des profils hormonaux des 7 chevaux de rang 2 entre 2016 ( rang 1) et
2017 (rang 2)
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Figure 38: Comparaison des concentrations plasmatiques en AMH, des testostéronémies, des oestradiolémies entre les années 2016 et 2017

pour les entiers immunisés de rang 2 en 2017 au cours de sdifférents mois de I’‘année

Les concentrations plasmatiques en AMH sont plus élevées en 2017 par rapport a 2016 avec

une valeur moyenne aux alentours des 20 pg/L tandis que les valeurs moyennes observées en 2016

sont aux alentours de 15ug/L. Cependant il y a une plus grande disparité en 2017 avec un cheval qui

présente une concentration plasmatique en AMH plus élevée oscillant entre 35 et 45 pg/L (figure 38)

Les différence observées pour I’AMH ne sont pas significatives entre les deux année.

Pour les stéroides, les concentrations plasmatiques sont significativement plus basse en 2017 par

rapport a 2016 avec une nette diminution deés la premiere injection de rappel immunisant pour les

deux années.

La testostéronémie moyenne est a 5 nMole/L initialement et descend ensuite en dessous de 3nMole/L

en 2017 tandis qu’elle débute aux alentours de 10 nMole/L (primo-immunisation en 2016) en 2016

avant de descendre en dessous de 5 nMole/L puis de remontée a partir du préléevement numéro 8
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Testostérone

pour I'année 2016. Cette augmentation n’est pas notable en 2017. Pour la comparaison sur I’'ensemble
de I'année, les différences observées ne sont pas significatives entre les deux années.

L'oestradiolémie moyenne est initialement a 150 pMole/L en 2016 et 100 pMole/L en 2017 avant de
descendre dés la premiéere injection de rappel immunisant. En 2017 les valeurs sont autours de 50
pMole/L pour le reste de I'année alors qu’elles sont aux alentours de 100 pMole/L en 2016 avant de
remonter a partir du prélevement numéro 9. Les différences observées sont significatives. On a donc
une différence entre les deux années concernant la concentration moyenne en cestradiol pour les
chevaux passant durang 1 a 2.

Comparaison des profils hormonaux des 4 chevaux de rang 3 entre 2016 ( rang 2) et
2017 (rang 3)
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Figure 39: Comparaison des concentrations plasmatiques en AMH, des testostéronémies, des oestradiolémies entre les années 2016 et 2017
pour les entiers immunisés de rang 3 en 2017 au cours des différents mois de I’année.

Les concentrations plasmatiques en AMH sont trés dispersées en 2017 sur I'ensemble de
I’année avec des valeurs moyennes aux alentours de 35 pg/L pour le début de I'année avant une baisse

68



a partir du prélevement numéro 7 et des valeurs moyennes oscillant entre 20 et 30 pg/L. les
concentrations mesurées en 2016 sont stables au cours du temps aux alentours de 25ug/L avec moins
de variations inter individuelles ( figure 39).

La testostéronémie moyenne initiale est en dessous de 3nMole/L en 2017 et reste en dessous de 3
nMole/L jusqu’au prélévement numéro 11, prélévement a partir duguel on obserce une remontée de
la testostéronémie. Les valeurs obtenues en 2016 sont initialement plus élevées et descendent en
dessous de 2nMole/L dés le prélevement numéro 4 avant de remontées a partir du prélévement
numéro 9 jusqu’a la fin de I'année.

L’oestradiolémie moyenne reste aux alentours de 100 pMole/L pour I'année 2017 et diminue a partir
du prélévement numéro 11 vers 50 pMole/L. Celle observée en 2016 est initialement plus élevée avant
une baisse a la suite des injections des rappels immunisants et une remontée a partir du prélevement
numéro 11 pour rester au dessus de 100 pMole/L.

De méme que pour les rang 4, les variations observées ne sont pas significatives entre les deux années
successives et le passage de rang 2 a 3.
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Testostérone

Comparaison des profils hormonaux des 6 chevaux de rang 4 entre 2016 (rang 3) et
2017 (rang 4)
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Figure 40 : Comparaison des concentrations plasmatiques en AMH, des testostéronémies, des oestradiolémies entre les années 2016 et 2017
pour les entiers immunisés de rang 4 en 2017 au cours des différents mois de I'année

Les concentrations plasmatiques en AMH sont plus élevées en 2017 par rapport a 2016
nottament apres la premiére injection de rappel immunitaire( prélévement n°2), ces concentrations
diminue au cours du temps jusqu’au prélevement numéro 8. Par la suite les valeurs sont similaires a
celles de 2016 avec une moyenne aux alentours de 25 pg/L ( figure 40) Les concentrations mesurées
sont stables pour I'année 2016 et ne sont pas significativement différentes des valeurs obtenues en
2017.

Les testostéronémies mesurées en 2017 sont plus basses que celles observées en 2016. On note une
baisse pour les deux années consécutives a la suite des injections de rappels immunisants réalisées
lors des prélevements 1 et 2 avec une moyenne initiale inférieure a 4 nMole/L en 2017 et une
moyenne a 5 nMole/L en 2016. Par la suite, la testostéronémie moyenne remonte a partir du
prélevement numéro 6 en 2016 tout en restant inférieure a 4 nMole/L tandis que la testostéronémie
moyenne reste inférieure a 2 nMole/l en 2017.
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Testostérone

Les oestradiolémies de 2017 sont plus basses en moyenne a I'exception du préléevement numéro 11
par rapport a I'année 2016. Les valeurs initiales sont aux alentours de 100 pMole/L en 2017 et de 150
pMole/L en 2016 et les oestradiolémies baissent dés la premiére injection de rappel immunisant et
on observe une remontée des valeurs a partir du prélevement numéro 8 pour I'année 2016 et du
prélevement numéro 11 en 2017. Mais a I’exception du prélévement initial et de ce prélevement
numéro 11, I'oestradiolémie moyenne reste inférieure a 100 pMole/L en 2017.

L'ensemble des différences observées ne sont pas significatives statistiquement. On peut considerer
le fait qu’il n’y a pas de différence pour les hormones étudiées pour le passage de rang 3 a 4.

Comparaison des profils hormonaux des 2 chevaux de rang 5 entre 2016 ( rang 4) et
2017 (rang 5)

B Testostérone 2016 [] Testostérone 2017 B Estradiol 2016 [ Estradiol 2017
3,5 900
3 < 800 %
% 700
o %0 = 600
g 2 = 500
2 °
2 15 2 400
< S 300
1 G
g 200 )-( <
0,5 t l 100 ™8 )¢ ‘.( )(x '8 )E 8 :? ‘(
o W10 0
1 2 10 11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Numéro de prélévement Numéro de prélévement

Bl AMH 2016 [ AMH 2017

300
250 -
200
150

AMH pg/L
X

100

50
OEx- jﬂﬂl‘l‘l{hk

1 2 10 11 12

Numéro de prélevement

Figure 41 : Comparaison des concentrations plasmatiques en AMH, des testostéronémies, des oestradiolémies entre les années 2016 et 2017
pour les entiers immunisés de rang 5 en 2017 au cours des différents mois de I'année
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Les concentrations en AMH sont nettements superiéurs en 2017 pour les prélevements 2, 4,
5, 6 et 7 avant de s’effondrer pour le reste de I'année tandis que les concentrations de 2016 sont
stables aux alentours de 20 pg/L ( figure 37). Du fait de la présence d’'uniquement deux chevaux avec
de nombreux prélevements de 2017 ol un seul individu a été prélevé, I'analyse statistique n’est pas
interprétable pour les chevaux de ce rang.

La testostéronémie de ces deux chevaux reste inférieur a 3.5 nMole/L sur les deux années sucessives
avec des valeurs encore plus basses pour I'lannée 2017.
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TROISIEME PARTIE : DISCUSSION

Bilan des résultats

L'ensemble des résultats sera interprété dans un premier temps en évaluant les différences
observées pour chaque hormone en fonction des rangs de vaccination par rapport a la population
d’entier qui constitue notre témoin avant de revenir ensuite sur les différences observées entre les
deux années successives de 2016 et 2017 lorsque les chevaux ont acquis un rang de vaccination
supplémentaire.

Résultats de 'AMH

Les résultats obtenus permettent de mettre en évidence une variabilité interindividuelle tres
importante parmi les chevaux d’'un méme rang de vaccination (figure 42).

La comparaison entre les différents de rang de vaccination ne permet pas de mettre en évidence de
différence significative entre les chevaux immunisés a I’exception des chevaux de rang 5. Cependant
les chevaux de cet effectif n’étant que deux et pour certains prélévements un seul d’entre eux a pu
étre prélevé, cette différence est difficilement interprétable.

I n'y a pas de tendance qui se dégage entre les différents rangs de vaccination compte tenu de la
forte variabilité interindividuelle car les concentrations moyennes mesurées en AMH chez les
chevaux de rang 1 sont proches de celles observées chez les chevaux de rang 4 alors qu’elles sont
différentes pour les chevaux de rang 2 et 3.

Il a été observé lors de I'étude précédente de 2016 une augmentation de la sécrétion d’AMH chez les
chevaux immunisés par rapport a celle des chevaux entiers. Cependant les concentrations moyennes
d’AMH obtenus en 2017 chez les chevaux de rang 2 sont similaires statistiquement a celles des
chevaux entiers.
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Figure 42 : Evolution des concentrations plasmatiques mensuelles en AMH chez les entiers non immunisés et les entiers immunisés par rang

En rouge, la valeur moyenne observée chez les entiers au cours de I'année 2017 a 22.5 pg/L



Résultats des stéroides

Résultats de la testostérone

Pour I'ensemble des chevaux immunisés, un effet est observé sur la testostéronémie
mesurée apreés les injections de rappels ou de primo-immunisation a I'exception des chevaux de rang
5 chez lesquels la testostéronémie est tres basse initialement (figure 43). Une réaugmentation de la
testostéronémie moyenne en fin d’étude est observée pour plusieurs rang (1 et 3) avec une disparité
interindividuelle.

Il n’y a pas de différence significative pour la testostéronémie moyenne mesurée pour les chevaux de
rang 1 a 4 avec une différence pour les chevaux de rang 5 chez lesquels la testostéronémie mesurée
est trés basse. Cependant les concentrations en testostérone mesurée par rapport aux chevaux
entiers ne sont pas significatives car les valeurs mesurées en 2017 chez ces entiers sont plus basses
qgue celles mesurées en 2016 pour les mémes chevaux.
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Figure 43: Evolution des concentrations plasmatiques mensuelles en testostérone chez les entiers non immunisés et les entiers immunisés par rang

En rouge ici une valeur minimum observée chez les entiers a 2 nMole/L
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Résultats de l'cestradiol

L'oestradiolémie mesurée chez les chevaux de rang 5 semble erronée au vu des valeurs car
les moyennes sont tres élevées par rapport a celles des autres chevaux.

Il'y a une grande variabilité interindividuelle entre les différents chevaux de chaque lot (figure 44)
avec une tendance a la baisse apres les injections de rappels ou de primo-immunisation pour les
chevaux de rang 1, 2 et 4. Mais il y a une augmentation de I'oestradiolémie moyenne lié a un individu
pour les chevaux de rang 3 suite aux injections de rappels vaccinaux.

L'oestradiolémie moyenne des chevaux entiers n’est pas significativement différente de celles des
chevaux immunisés avec des moyennes inférieures a celles des chevaux de rang 1 par exemple. Ceci
peut également étre expliqué par la différence entre les mesures de I'année 2016 et de celle de 2017
car lors de I'étude précédente une différence était notable par rapport aux chevaux immunisés.
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Figure 44: Evolution des concentrations plasmatiques mensuelles en cestradiol chez les entiers non immunisés et les entiers immunisés par rang

78



Résultats de I'androsténédione

L'interprétation des résultats concernant 'androsténédionémie moyenne obtenue est
difficile car pour certains rangs de vaccination, seul un cheval présente des valeurs au-dessus du seuil
de détection. Les chevaux de rang 5 ne sont pas représentés sur la figure suivante car aucune des
valeurs mesurées n’est au-dessus du seuil de détection du dosage.

Cependant les valeurs obtenues chez les chevaux immunisés sont significativement plus basses que
les valeurs mesurées pour les entiers non immunisés. L'immunisation semble entrainée une
diminution de I'androsténédionémie. Pour la comparaison entre les différents rangs la variabilité
entre les individus au sein d’'un méme rang ne permet pas de dégager de tendance entre les
différentes années de vaccination.
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Validité des résultats

Population d’étude

Les 31 chevaux de la population d’étude vivent dans les mémes conditions au sein de I'écurie
de spectacle et sont repartis en deux catégories : 5 entiers non immunisés et 26 entiers immunisés
selon différents rangs de vaccination. Le choix a été fait de ne pas retenir d’hongre dans notre
population d’étude car les résultats obtenus lors de I'année précédente étaient en accord avec la
bibliographie et les hypothéses formulées a savoir : arrét de la sécrétion d’AMH aprés la castration et
des niveaux de production de stéroides trés bas. Ce choix de ne pas retenir de témoin négatif est
justifié.

Parmi notre population d’étude les chevaux immunisés ou entiers appartiennent a deux races : PSI
(22 entiers immunisés et 4 entiers) et PRE (4 entiers immunisés et 1 entier), la race PSL est largement
représenté (85% de la population d’entiers immunisés et 80% de la population d’entiers). L’age
moyen est de 10,2 ans chez les chevaux immunisés et de 13,6 ans pour les entiers non immunisés
tandis que le rang de vaccination moyen est de 2,64.

A I'exception de 3 chevaux de rang 1 (Hino, Habibe et Fundador) I'ensemble des chevaux de notre
population d’étude ont été suivis lors de 'année précédente cette étude ce qui nous permet de
prendre chaque cheval comme son propre témoin lors des comparaisons avec I'année précédente le
rang de vaccination ayant été augmenté d’une année pour les immunisés et étant resté identique
pour les entiers. Cependant on regrettera que le nombre de chevaux présent dans chacun des lots
soit tres hétérogene (Tableau XXXIV).

Tableau XXXIV: Comparaison des chevaux immunisés de la population d'étude en fonction du rang

Nombre de 5 6 4 7 6
chevaux
Age moyen 10,5 10,2 10 12,3 7,7
% de la population 7,7 23,1 15 26,9 23,1

En effet la population des chevaux de rang 4 et de rang 2 constitue plus de la moitié de la
population d’étude tandis que I'on a seulement que deux chevaux de rang 5. Il est néanmoins difficile
d’obtenir une population homogene avec des chevaux ayant subis des injections immunisantes
pendant 5 années consécutives et les chevaux de notre étude étant des chevaux de « travail » nous
nous devons faire avec ceux que nous avons a notre disposition.

De plus on remarque que I'dge moyen est trés proche entre les chevaux de rang 3, 4 et 5 mais que les
chevaux de rang 1 sont plus jeunes pour la plupart d’entre eux et que les chevaux de rang 2 sont plus
agés.
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Enfin il est regrettable d’'un point de vue de notre étude mais I'écurie de spectacle a procédé a la
castration de quatre chevaux entiers immunisés lors de I'année de I'étude. Il s’agit du cheval Cantinflas
de rang 5, du cheval Distinto de rang 3 et des chevaux Fundador et Habibe de rang 1. Pour ces chevaux,
les prélévements ont cessé apres que la castration chirurgicale ait été réalisée ce qui nous enléve des
données pour notre étude.

Protocole vaccinal

Le protocole vaccinal utilisé dans I'étude est un protocole utilisé usuellement avec les deux
injections de primo-immunisation réalisées a un mois d’intervalle comme il est recommandé de faire
dans I’AMM de I'lmprovac® chez le porc. Ce protocole est également recommandé pour la formulation
équine australienne. Cependant la dose que nous utilisons est inférieure de moitié par rapport a la
dose préconisé chez I'espéce porcine qui est de 2mL par injection. En effet la formulation porcine qui
est la seule dont nous ayons acces en France pour une utilisation pratique est concentré a 150 ug de
particule immunisante par millilitre. Pour la formulation équine Equity® disponible en Australie et en
Nouvelle-Zélande la dose contient 200 pg de particule immunisante mais la composition différe quant
a la protéine couplée a I'analogue de la GnRH ainsi que pour les adjuvants de I'immunité.

Il a été démontré que l'utilisation de la dose de 1mL de la formulation porcine permet d’induire une
immunisation suffisante pour atteindre les effets recherchés chez I’étalon (Dreau M-L, 2015), de plus
I'utilisation de deux doses différentes dans un vaccin hydrosoluble (200 et 400 mg) permet d’obtenir
une suppression de la fonction testiculaire avec une réponse immunitaire moins variée pour la dose
de 200 mg (Dowsett, 1996).

Il n’est pas classique comme dans notre protocole de faire deux injections lors des rappels
d’'immunisation comme lors de la primo-immunisation. Cependant dans cette écurie de spectacle,
compte tenu du mode de gestion des chevaux, il est plus facile pour eux d’effectuer des rappels
d’'immunisation toujours a la méme période en janvier et février (période sans spectacle). Il est assez
net pour certains chevaux que l'intervalle d’'un an entre deux immunisations est trop long et que la
réversibilité de I'effet « castration » se manifeste avant les réinjections, aussi pour s’assurer d’une
efficacité il a été choisi de suivre le méme protocole avec deux injections annuelles que pour la
primo-immunisation.

Pour les lots en premiéeres années d’'immunisation, la réversibilités de I’effet semble se manifester au
niveau des dosages de stéroides par une réaugmentation des concentrations de testostérone et
d’cestradiol lors des derniers prélévements de I'année notamment pour les chevaux de rang 1 et
ceux de rang 3 dans notre étude. Ainsi lors de la premiéere injection de I'année suivante, les
concentrations stéroidiennes de ces chevaux sont proches de celles des entiers non immunisés. En
revanche pour la plupart des chevaux immunisés depuis plus de 3 ans, ces variations hormonales ne
semble pas se manifester.
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Suivi des chevaux

L'ensemble des chevaux a été suivi pendant 12 mois toutes les 4 semaines afin d’effectuer le
suivi hormonal de chacun d’entre eux. Les chevaux de notre étude ont également tous été suivi en
2016, a I’exception de 3 d’entre eux de rang 1 en 2017, pendant 11 mois a partir de la premiere
injection immunisante et selon le méme protocole de suivi avec un prélevement réalisé toutes les 4
semaines afin de suivre le profil hormonal de chacun d’entre eux. Nous disposons donc de données
suffisantes afin de pouvoir comparer les profils hormonaux avec une année d’'immunisation
supplémentaire et d’utiliser chaque cheval comme son propre témoin. Cependant il serait également
intéressant de continuer un suivi encore une année supplémentaire afin d’évaluer le profil hormonal
des chevaux de rang 6 et également augmenté les données collectées pour les différents rangs de
vaccination avec une augmentation des effectifs qui permettrait de renforcer la puissance statistique
de nos résultats.

Fiabilité des analyses de laboratoire

Pour les dosages immunologiques comme ceux réalisés dans notre étude, les tests sont
considérés comme fiable lorsque le coefficient de variation intra essai est inférieure a 10 % et que le
coefficient de variation inter essai est inférieur a 15 %. Ces coefficients de variations sont établis a
partir du dosage de différents chevaux dont les concentrations sont connus au préalable.

Pour le dosage immunologique de ’'AMH I'ensemble des coefficients de variations sont inférieurs aux
seuils précédemment évoqués. On peut donc considérer les résultats obtenus lors de ces dosages
comme fiable. Il en est de méme pour les coefficients obtenus pour la testostérone et I'cestradiol.

Cependant les concentrations obtenues pour le dosage de I'cestradiol sont en picomoles par litres et
du fait des faibles concentrations mesurées il convient de rester prudent lorsque I'on obtient des
valeurs qui ne sont pas en adéquation avec les autres valeurs obtenues dans une série. La conservation
et la manipulation des échantillons peuvent engendrer des variations importantes lors de la réalisation
des dosages.

Les coefficients de variation du dosage de I'androsténédione sont tous en dessous des seuils évoqués
a I'exception du coefficient de variation intra essai pour une moyenne a 0,10 nMole/L qui est a 14,45%.
Ce coefficient de variation reste cependant assez faible et méme si de nombreux résultats obtenus
sont de cet ordre de grandeur pour les chevaux immunisés cela ne modifie en rien notre interprétation
car nous considérons ces résultats comme de faible concentration par rapport aux concentrations
obtenues chez les entiers non immunisés.
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Perspectives

Il apparait clairement que I'immunisation vis-a-vis de la GnRH est une alternative crédible a la
castration chirurgicale qui présente plus de risque lié a I'acte chirurgicale notamment pour les étalons
assez agés et est irréversible. Cependant la fréquence de rappel a réaliser afin de conserver une
immunité constante n’a pas encore été découverte tout comme la présence d’'un marqueur biologique
fiable permettant d’adapter le moment ou réaliser un rappel d'immunisation a partir de la réalisation
d’un examen de laboratoire. La question de la réversibilité reste encore en suspens, un vétérinaire
praticien ne peut affirmer que l'utilisation de I'immunisation anti-GnRH est réversible. Il apparait
évident que des études supplémentaires permettraient d’affiner nos connaissances quant a
I"utilisation de ce procédé.

Une formulation équine disponible en France serait également la bienvenue notamment a cause des
effets secondaires parfois obtenus lors de la réalisation des injections de la formulation porcine.

Une troisieme phase sera effectuée a la suite de notre étude et de celle réalisée pour le suivi des
données de 2016 avec l'analyse histologique des testicules de chevaux ayant été immunisés puis
castrés de facon chirurgicale afin de juger des effets de I'immunisation répétée ou non sur les cellules
testiculaires et sur I'ensemble structurelle du testicule et ainsi juger de la réversibilité possible ou non
de la castration immunologique en fonction du rang de vaccination mais également du profil hormonal
qui a été évalué lors de nos études.
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CONCLUSION

Les résultats obtenus concernant les valeurs des stéroides sexuels pour I'année 2017 sont en
accord avec ce que nous attendions a I'exception des valeurs obtenues chez les entiers non immunisés.
En effet la baisse significative des concentrations moyenne en stéroides sexuels entre 2016 et 2017 ne
semblent pas s’expliquer car ces chevaux entiers vivent dans les mémes conditions que I'année
précédente et ils ne sont pas considérés comme des chevaux agés chez lesquels une dégénérescence
testiculaire peut étre observée.

Pour I'ensemble des chevaux immunisés, les valeurs obtenues pour les stéroides sexuels avec
|"augmentation du rang de vaccination sont en accord avec les résultats attendus c’est a dire une baisse
des concentrations significative jusqu’au rang 3. Pour les chevaux de rang 4 et 5, les différences
obtenues sont moins importantes et les effets de I'immunisation sont stables par rapport a I'année
précédente.

Notre étude ne peut conclure quant aux résultats obtenus sur 'AMH. En effet les valeurs
mesurées ne correspondent pas aux concentrations chez les chevaux cryptorchides et les différences
obtenues pour notre panel de chevaux ne sont pas significatives en fonction des différents rangs de
vaccination sur I'année 2017. Cependant les concentrations comparatives entre 2016 et 2017 sont en
adéquations avec les attentes pour les chevaux de rang 1 et les entiers non immunisés contrairement
aux chevaux de rang supérieur pour lesquels les différences entre les deux années ne sont pas
significatives.

L'hypothése émise concernant l'inhibition de la spermatogénése et la stéroidogénese
entrainant I'arrét de I'inhibition de la sécrétion d’AMH n’est donc pas vérifiée. Concernant la recherche
d’un marqueur biologique afin d’évaluer la qualité de I'immunisation, les résultats obtenus ne
permettent pas de conclure par rapport aux marqueurs hormonaux de notre étude.

La réalisation de I'analyse histologique des testicules des chevaux immunisés ayant été castrés
chirurgicalement pourrait permettre d’évaluer les conséquences de plusieurs années d’immunisation
consécutives sur la structure tissulaire testiculaire afin de pouvoir les comparer a nos observations sur
les stéroides sexuels. Cette étude permettra également d’observer I'impact de chaque année
d’'immunisation sur I'architecture testiculaire, ce qui n’a été réalisé que sur des chevaux primo-
immunisés dans les études antérieures ((Dreau M-L, 2015), (Turkstra et al, 2005) (Jackson et Dowsett,
1995) alors que des testicules de différents rang de vaccination seront analysés.

Ceci pourrait permettre de juger quant a la potentielle réversibilité de I'immunisation d’un
point de vue histologique en comparaison aux données biologiques obtenues dans les études de 2016
et de 2017.
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Evaluation des effets d’une primo-immunisation et de rappels
d’immunisation anti-GnRH par injections d’Improvac® sur les
concentrations plasmatiques d’AMH, de testosterone, d’androsténédione et
d’oestradiol chez I’étalon.

RESUME

Cette étude est la suite d’une étude réalisée en 2017 et a pour objectif d’évaluer les effets
d’une primo-immunisation d’Improvac® sur 6 chevaux males entiers et les effets de rappels
annuels d’immunisation sur une population de 20 chevaux ayant déja été immunisés
auparavant. Les chevaux sont répartis en 4 groupes selon leur nombre d’années consécutives
d’immunisation ainsi qu’un groupe de 5 males entiers non immunisés. Une comparaison entre
deux années successives dans laquelle chaque cheval est son propre témoin permet d’évaluer
les effets de la primo-immunisation ainsi que d’une année supplémentaire d’immunisation. Des
dosages plasmatiques d’AMH, de testostérone, d’cestradiol et d’androsténédione ont été
effectués pendant I’année étudiée.

Un effet net est observé concernant les 3 stéroides sexuels dés la premicre injection
immunisante, avec des variations individuelles. Ces variations sont moins importantes avec
I’augmentation du nombre d’immunisations successives. Concernant ’AMH, les résultats
obtenus chez les chevaux immunisés ne sont pas en accord avec les prévisions et aucun effet de
I’immunisation sur les concentrations plasmatiques d’AMH n’est observée malgré les
immunisations successives.

MOTS CLES

-GNRH

-Etalon

-Castration

-Immunisation

-Hormone Anti-Mullerienne
-Hormone Stéroide

JURY Président : Monsieur le Professeur Paul BARRIERE Professeur
a la faculté de Médecine de Nantes
Rapporteur Monsieur Jean-Frangois BRUY AS Professeur agrégé
a I’Ecole Nationale Vétérinaire, Agroalimentaire et de I’ Alimentation Nantes Atlantique Oniris
Assesseur : Madame Laéticia JAILLARDON Maitre de
conférences a I’Ecole Nationale Vétérinaire, Agroalimentaire et de I’Alimentation Nantes
Atlantique Oniris

ADRESSE DE L’AUTEUR

N° Rue : 371 chemin de tancarbot
Nom de I'imprimeur
Code Postal-Ville : 76430 La Cerlangue

89




	Page vierge
	Page vierge
	Page vierge
	Page vierge

