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Résumé

La mesure de la concentration de cortisol pilaire est une méthode non invasive qui offre des

avantages dans I'évaluation du stress chronique.

Notre étude a pour objectif de déterminer les valeurs usuelles du cortisol pilaire chez les chevaux
d’un centre équestre de la région d’Alger. Elle a été réalisée au niveau du Club Hippique
Populaire de Bordj El Kiffan et a porté sur un effectif total de vingt-et-un chevaux, de race Barbe
et Arabe-barbe. L’age des chevaux a varié¢ entre un mois et demi et 27 ans, avec une moyenne de
8+6,48 ans. Des échantillons de poils d’au moins 150 mg ont été collectés, par rasage, au niveau
du garrot gauche, et ont été stockés a température ambiante. Lors de la procédure d’extraction du
cortisol, chaque échantillon a été lavé a I’isopropanol, séché a température ambiante puis broyé.
Une quantité de 50 mg de poudre de poils de chaque échantillon a été mis en incubation avec du
méthanol pour I’extraction du cortisol. Le cortisol pilaire des échantillons a été analysé en

utilisant I’immunodosage par chimiluminescence.

Les résultats ont montré que 76,2% des échantillons ont présenté une concentration pilaire de
cortisol inférieure au seuil de détection (<0,18 pg/mg). Ce taux n’a pas été influencée par 1’age,
le sexe ou la couleur de la robe (p>0,05). La concentration moyenne en cortisol pilaire calculée
pour les valeurs supérieures au seuil de détection, a été de 13,7+20,9 pg/mg (n=5). Les
concentrations minimale et maximale détectées ont été respectivement de 1,25 pg/mg et 55,25

pg/mg.

Notre étude a révélé d’importantes variations entre les individus. Des investigations plus
approfondies permettront de déterminer la plage physiologiqguement normale du cortisol pilaire
chez le cheval afin de différencier entre les variations physiologiques normales et les valeurs
pathologiques.

Mots clés : Cortisol pilaire, stress chronique, cheval, bien-étre.



Abstract

Measuring hair cortisol concentration is a non-invasive method that offers advantages in the

assessment of chronic stress.

Our study aims to determine the usual values of hair cortisol in horses from an equestrian center
in the region of Algiers. It was carried out at the Club Hippique Populaire of Bordj El Kiffan and
involved a total of twenty-one horses, of the Barb and Arab-barb breed. The age of the horses
varied between a month and a half and 27 years, with an average of 8 + 6.48 years. Hair samples
of at least 150 mg were collected, by shaving, from the left withers, and were stored at room
temperature. During the cortisol extraction procedure, each sample was washed with
isopropanol, dried at room temperature and then ground. A quantity of 50 mg of hair powder
from each sample was incubated with methanol for the extraction of cortisol. The hair cortisol of

the samples was analyzed using chemiluminescence immunoassay.

The results showed that 76.2% of the samples presented a hair cortisol concentration below the
detection threshold (<0.18 pg/mg). This rate was not influenced by age, sex or coat color
(p>0.05). The average hair cortisol concentration calculated for values above the detection
threshold was 13.7+20.9 pg/mg (n=5). The minimum and detected concentrations were

respectively 1.25 pg/mg and 55.25 pg/mg maximum.

Our study revealed significant variations between individuals. Further investigations can
determine the physiologically normal range of hair cortisol in horses in order to differentiate

between normal physiological variations and pathological values.

Keywords: Hair cortisol, chronic stress, horse, well-being.
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Introduction

Biologiquement parlant, la domestication peut étre considérée comme un processus évolutif
conduisant a 1’adaptation des animaux a leur environnement captif. Ce processus implique
I’apparition de modifications génétiques entre les générations, ainsi que d’événements

développementaux induits par I’environnement de fagon récurrente (Price, 1999).

Apres avoir été utilisé de tres nombreuses années comme moyen de transport majoritaire ou
encore comme outil de guerre, l’utilisation du cheval se résume aujourd’hui quasiment
exclusivement au sport, au loisir et depuis peu a la thérapie via la médiation animale. Dans
certaines régions du globe, les chevaux sont également toujours utilisés en agriculture comme
moyen de traction (Pritchard et al. 2005). Son utilisation dans les pays industrialisés se répartit
aujourd’hui entre I’équitation sportive et récréative, 1’élevage et la production alimentaire

(viande, lait) (Thorell et Hedenborg, 2015).

Un ensemble d’études, réalis¢ sur un grand nombre de chevaux vivants en conditions
domestiques, ont permis d’établir un constat assez général des atteintes au bien-étre directement
liés & aux conditions de vie apportées aux animaux. Ainsi, des chevaux qui avaient au moins un
probléme de santé chronique, exprimaient au moins un comportement répété anormal et étaient

agressifs envers I’lhomme (Rochais et al. 2016).

L’¢valuation du stress chez le cheval est un besoin récurrent, tant dans le but de comparer des
individus confrontés a des circonstances similaires que pour mesurer I'impact des situations dans
lesquels ces animaux évoluent (Pawluski et al, 2018). Cette évaluation du stress revét une
importance cruciale, car elle peut engendrer des colts biologiques supplémentaires pour faire
face au stress, déviant ainsi les ressources de fonctions biologiques telles que I'immunité, la

reproduction ou la croissance (Turner et al., 2012).

Le cortisol, considéré comme 1’hormone de stress par excellence, a été largement utilisé comme
mesure du stress physiologique en réponse a des conditions sociales, biologiques et/ou
environnementales (Kirschbaum et al., 2009). Le cortisol augmente significativement lors de
situations de stress aigu. Cependant, il est essentiel de comprendre que le bien-étre d'un individu

peut étre grandement compromis lorsque le stress devient chronique (Pawluski et al, 2018).

Les techniques traditionnelles pour mesurer la production de cortisol (sang, matiéres fécales,

urine et salive) se sont avérées efficaces pour évaluer de maniére adéquate les réponses a court
1



terme aux facteurs de stress (Russell et al, 2015). La mesure de la concentration de cortisol
pilaire est une méthode non invasive qui offre des avantages dans I'évaluation du stress
chronique et a été utilisee comme archive de l'activité hypothalamo-hypophyso-surrénalienne
(Meyer et al., 2014).

Bien que les concentrations du cortisol pilaire aient été évaluees chez plusieurs especes (Roth et

al. 2016), seules quelques études récentes ont analyse le cortisol pileux chez les chevaux.

Ce mémoire vise a évaluer les concentrations du cortisol pilaire chez les chevaux d’un centre
équestre de la région d’Alger. Notre étude abordera également les divers facteurs susceptibles
d'influencer les niveaux de cortisol pilaire chez les chevaux du club équestre, tels 1’age, le sexe

ou la couleur de la robe.

La partie bibliographique de ce mémoire est scindée en deux chapitres. Le premier chapitre
aborde la physiologie du stress et les mécanismes neuroendocriniens impliqués. Ce chapitre
fournira un apercu des différents types et facteurs de stress auxquels les chevaux peuvent étre

exposés.

Dans le deuxieme chapitre de notre mémoire, nous nous pencherons sur les différentes méthodes
d'évaluation du stress en mettant I'accent sur le dosage du cortisol pilaire. Nous discuterons des
avantages et des limites de chacune des méthodes, en mettant en évidence leurs spécificités et

leur pertinence dans divers contextes.

La partie expérimentale de notre étude est consacrée a la détermination des concentrations du
cortisol pilaire chez les chevaux d’un centre équestre de la région d’Alger : la procédure de
collecte des échantillons de poils des chevaux, I’analyse au laboratoire pour quantifier le taux de
cortisol pilaire, la comparaison des taux de cortisol entre les différents chevaux, et enfin,

’interprétation des résultats en tenant compte des facteurs de variations.
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Chapitre | Physiologie du stress

I. Physiologie du stress

L'objectif de la réaction de stress est de restaurer 1’homéostasie de I'organisme qui subit une

agression, afin de le maintenir conformément aux normes vitales (Brisville, 2006).

1. Définition du stress

La définition du terme "stress" a engendré de nombreux débats parmi les chercheurs, en partie en
raison de ses multiples contextes d'utilisation et de sa variété de domaines d'application. Le stress
peut étre conceptualisé comme un état ou I’homéostasie est perturbée suite a I'exposition a un
facteur stressant (Sapolsky et al, 2000). Actuellement, le stress englobe trois aspects (Romero et
Butler, 2007) :

-Le stimulus environnemental qui déclenche le stress, c'est-a-dire le facteur générateur de stress.
-La réaction physiologique et psychologique a ces stimuli.

-Les pathologies résultant de la répétition des réactions physiologiques et psychologiques face a

ces stimuli

2. Prise en charge du stress par le cerveau

La gestion du stress se déroule en trois phases distinctes :

- Réception du stimulus stressant par les organes sensoriels.
-Programmation de la réaction au stress au niveau cérebral.
-Activation de la réponse au stress par le cerveau (Bartolami, 2015).

En ce qui concerne la réception, les informations sensorielles sont acheminées au cortex et au
systeme limbique (Figure 1) par les voies afférentes. Pour la programmation, le cortex et le
systeme limbique effectuent une analyse comparative. Cette analyse consiste a confronter les

caractéristiques du stress actuel a une base de données mnésique. Cette base stocke les
4



Chapitre | Physiologie du stress

expériences passées de stress, ainsi que les réactions adoptées et leur efficacité adaptative. Cette
étape permet de formuler la réponse la plus appropriée pour faire face a la situation stressante.
Quant au déclenchement, I'amygdale et I'hippocampe activent a la fois le systeme nerveux

autonome orthosympathique et le systeme neuroendocrinien (Bartolami, 2015).

S Schéma du Cerveau (Interne)

Cortex Préfontal

Sy_é"géme Lymbiqu L

S ‘E/ Yoo

Figure 1 Schéma du cerveau.

Source : Mewtow, 2013

3. Syndrome général d’adaptation

Le syndrome général d’adaptation représente le mécanisme de la réponse au stress, qui consiste a
la mise en place d’une réponse adaptée de 1’organisme. Selon Hans Selye, la réponse au stress
s’organise en 3 phases, de facon non spécifique quel que soit le facteur de stress (Selye, 1946) :

la phase d’alarme, la phase de résistance et la phase d’épuisement.



Chapitre | Physiologie du stress

La phase d’alarme est le premier stade ; elle correspond a I’activation du systéme nerveux
autonome sympathique. Elle a pour conséquence de multiples effets biologiques, visant a aider
I’animal a survivre face une menace comme une attaque de prédateur. Les catécholamines
conduisent a des réponses de type « fight-or-flight » (combattre ou fuir) car elles ont un effet
immédiat sur la réactivité et 1’activité de 1’animal (Romero et Butler, 2007). Elle exerce des
effets immédiats sur le systéeme cardiovasculaire, le métabolisme général et le systeme nerveux
central (Lucarelli, 2011).

La phase de résistance succéde a la réaction d’alarme. L’organisme cherche a restaurer
I’homéostasie et a protéger I'organisme. Cette phase met en jeu des systemes complexes
endocriniens organisés en axes hypothalamo-hypopysaire-glandes endocrines, responsables de
modifications endocrines au long terme. L’axe corticotrope mettant en jeu les glucocorticoides

est particulierement sollicité durant cette phase (Bartolami, 2015).

La phase d’épuisement représente la troisiéme phase au cours de laquelle diverses maladies vont
pouvoir se développer, jusqu'a mettre en péril la survie de I’individu a ’issue du développement
de carences ou a une baisse de résistance aux agents pathogenes de 1I’environnement (Brisville,
2006). La phase d’épuisement apparait suite a un échec du stade de résistance, elle est

caractérisée par une €lévation persistante des glucocorticoides.

4. Mécanismes neuroendocriniens du stress

4.1 Les mécanismes centraux

Les organes sensoriels et les innervations afférentes réceptionnent les informations. Le cortex et
le systeme limbique réalisent une analyse comparative entre le stress percu et les expériences
affectives passées, afin d’élaborer une réponse adaptée. Enfin, I’amygdale et I’hippocampe par
I’intermédiaire de 1’hypothalamus et de la formation réticulée déclenchent une réponse
coordonnée au stress (Lucarelli, 2011), grace a une activation du systéme nerveux

orthosympathique et de 1’axe corticotrope.
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4.2 Le systeme nerveux orthosympathique

Le systéeme nerveux orthosympathique est une composante du systéme nerveux végétatif. Lors
d’un stress, I’activation du systéme nerveux orthosympathique est immédiate (Lucarelli, 2011) et
utilise comme médiateurs les catécholamines (I’adrénaline, la noradrénaline et la dopamine)
(Bartolami, 2015). Ce systéme s’active en cas d’alerte et stimule le catabolisme, afin, a I’issue de
I’ensemble de ses réactions induites, de lutter ou de fuir (Rochette et Vergely, 2017). En
consequence de la production de catécholamines, une série de processus physiologiques est

activée (Squires, 2003) :

- Effets sur le métabolisme : Relargage du glucose par néoglucogenése par une activation
directe des récepteurs a-adrénergiques dans le foie et lipolyse par 1’intermédiaire des
récepteurs [33- adrénergiques présents sur la membrane cellulaire des adipocytes.

Effets sur le systeme cardiovasculaire : une vasoconstriction périphérique induite par la
stimulation des récepteurs alpha 1 adrénergiques, augmentation de la fréquence cardiaque et

de la pression artérielle par stimulation des récepteurs B-adrénergiques

- Appareil respiratoire : Augmentation des échanges gazeux dans les poumons
- Systeme immunitaire : Prolifération des lymphocytes B, sécrétion de cytokines (IL-2) et
redistribution des leucocytes sanguins

- Systeme gastro-intestinal : Diminution de ’activité viscérale et arrét de la digestion

4.3 L’axe corticotrope

Egalement appelé 1’axe hypothalamo-hypophyso-corticosurrénalien, ’axe corticotrope est le
principal systeme impliqué dans l'initiation et la coordination de la réponse au stress (Burdett,
2019), et agit en synergie avec le systeme nerveux orthosympathique. L hypothalamus est
1I’élément central et le point de départ d’une cascade de sécrétions hormonales (Figure 2). Apres
avoir intégré 1’élément stressant, le CRH (Corticotropin releasing hormone ou corticolibérine)
est synthétisé par les neurones du noyau paraventriculaire de 1’hypothalamus. Il va étre libéré
dans les pilaires du systéme porte hypothalamo-hypophysaire et stimuler 1’antéhypophyse en
activant la sécrétion d’ACTH (Mormede, 1988), peptide synthétisé par les cellules corticotropes

de I’antéhypophyse. L’ACTH stimule ensuite le cortex surrénalien pour qu'il sécréte du cortisol,
7
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qui est la principale hormone glucocorticoide chez les equins (Dolomie-Fagour et Corcuff,
2008). Chez la majorité des mammiferes, le cortisol est le glucocorticoide dominant. Chez les
rongeurs, le lapin et la volaille, c’est la corticostérone qui est le principal glucocorticoide.
Lorsque le taux de cortisol dans le sang est suffisant, il exerce un feedback négatif sur

I’hypophyse et I’hypothalamus afin de diminuer la production de CRH et d’ACTH (Battut,
1988).
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Figure 2 Schéma de I’axe hypothalamo-hypophyso-corticosurrénalien

Source : Hogg et al, 2018
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4.4 Le cortisol

Le cortisol est une hormone stéroide composée de 21 atomes de carbone. 1l est synthétisé par la
zone fasciculée du cortex surrénalien (Figure 3). La synthése du cortisol débute par ’hydrolyse
d’esters de cholestérol (Figure 4), stockés dans les gouttelettes lipidiques des cellules de la zone
fasciculée. Sous I’action de I’ACTH, le cholestérol stocké dans les gouttelettes lipidiques entre
dans les mitochondries des mémes cellules, il est alors pris en charge par la P450-scc qui est a
I’origine de la synthése de prégnénolone, stéroide a la base de la synthese des glucocorticoides et
mineéralocorticoides. Apres trois hydroxylations, le cortisol est produit et sécrété immédiatement

apres sa synthése (Debuigne, 2016).

Zone glomérulée Capsule

Zone fasciculée

Zone réticulée

Médullosurrénale

Vaisseaux sanguins

Figure 3 Schéma des surrénales, montrant les différentes zones du cortex

Source : Turquetil et Reznik, 2019
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Figure 4. Schéma de biosynthése du cortisol.

Source : Lapeyrade., 2014

Dans le sang, le cortisol circule majoritairement sous forme liée a une protéine spécifique, la
transcortine ou Cortisol Binding Globulin (CBG) et de maniére minoritaire, sous forme libre
(Hawley et al, 2016). La CBG est une glycoprotéine monomérique essentiellement synthétisée
par le foie et qui lie avec une haute affinité le cortisol. Dans des conditions corporelles
normales, le cortisol est soumis a des rythmes circadiens, étant les plus élevés tot le matin et

diminuant tout au long de la journée (Oster et al, 2017).

Le cortisol exerce de nombreux effets biologiques :

- Effets métaboliques: le cortisol posséde un effet hyperglycémiant, il favorise la

néoglucogenése par dégradation des protéines d’origine musculaire et qui seront des précurseurs
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glucidiques (acides aminés glucoformateurs). Il a un effet hyperlipidémiant en augmentant la
lipomobilisation (Bret, 2008).

- Effet sur I’équilibre hydro-€électrolytique : le cortisol agit comme un agoniste partiel de
I’aldostérone, il induit la rétention sodée et hydrique et permet de rétablir la volémie et la

pression artérielle (Ganong, 2005).

- Effet sur la reproduction: le cortisol agit en réprimant la synthése de GnRH et des

gonadotrophines hypophysaires (FSH, LH), & I’origine d’un phénoméne de castration chimique
(Nedelec, 2012).

- Effet sur le systeme immunitaire : le cortisol a un effet immunosuppresseur, il réprime la

production d’immunoglobulines (Fairon, 2006) et la synthese de cytokines inflammatoires et
réduit le nombre de lymphocytes circulant.

- Effet sur la réponse inflammatoire : le cortisol possede une action anti-inflammatoire; il inhibe
la production de cytokines pro inflammatoires et stimule au contraire les cytokines anti-

inflammatoires, d’ou une diminution de la réaction inflammatoire. (Fairon, 2006).

- Effet sur I’appareil cardio-vasculaire : il sensibilise ce systeme a I’action de la noradrénaline. 11

conduit de ce fait & un renforcement de la vasoconstriction (Grossman, 1983).

5. Facteurs et types de stress

5.1 Facteurs de stress

Le stress est pergu par 1’organisme comme une menace pour 1’homéostasie (Chrousos, 1995).
Des stimuli externes et internes en sont a 1’origine, que 1’on regroupe sous le terme de facteurs
stressants. Il existe une grande diversité au sein de ces facteurs, allant de 1’hémorragie a
I’approche d’un prédateur. On les classe en fonction de leurs effets physiologiques (Farland,
1999). Trois concepts du stress ont été donnés, le stress comme stimulus environnemental, le
stress comme réponse subjective et le stress comme réponse biologique (Dumont et Plancherel,
2001).
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La complexité de la notion de stress s’explique par la diversité de la nature de certains stimuli.
Ils peuvent avoir une origine physique traduite par une atteinte de 1’intégrité corporelle qui
suscite des modifications organiques a plusieurs niveaux. Une visite médicale, une odeur
inhabituelle et inconfortable, un déménagement, un transport, la présence d’un nouveau
congénere dans le foyer, un changement d’alimentation de par sa composition ou sa fréquence de
distribution, un stress sonore manifesté par des bruits aigus et stridents, une douleur traumatique
liée a une altercation avec un autre individu ou post-chirurgicale, une palpation transrectale, une
modification de la température ambiante peuvent constituer des facteurs physiques stressants. On
peut également envisager des facteurs stressants endogenes, correspondant a une pathologie,
comme par exemple un diabéte, une pancréatite, ou encore lors d’une alimentation déséquilibrée.
Il existe aussi des facteurs stressants de nature psychique dont on ne dispose que de trés peu
d’informations scientifiques concernant 1’animal. Il s’agit plutot de stress d’ordre psychologique,
associ¢ a un syndrome dépressif lors de situations extrémes comme 1’abandon par le propriétaire,
le décés de ce dernier ou encore le décés d’un des congéneres du foyer (Faure, 2007). Une
seconde classification reprend les mémes éléments mais en distingue deux groupes :

- Les stimuli externes a 1’organisme : il s’agit de stimuli physiques appliqués a 1’individu,
comme les variations de température (qu’elle soit trop €levée ou trop basse), I’apparition d’une
plaie traumatique, et également tous types de stimuli sociaux tels que la surpopulation, le

confinement voire méme 1’isolement.

- Les stimuli internes a 1’organisme : il s’agit de stimuli d’ordre biochimiques tels que
I’hypoglycémie, 1’hypovolémie ou I’hypoxie mais on y trouve ¢galement les stimuli

psychologiques tels la peur ou la douleur (Brisville, 2006).

5.2 Types de stress

Durant la période de stress, I’organisme atteint un nouvel état d’équilibre, qualifi¢ d’allostatique
avec 1’établissement de nouvelles valeurs de consigne. Quand le stress se maintient ou
s’intensifie, 1’allostasie ne peut pas se mettre en place et les boucles de régulation sont débordées
(Boucher et Plusquellec, 2019). Ce déséquilibre peut s’installer immédiatement ou, sur un temps

long.

Selon la condition de la durée des effets, le stress est appelé stress a court terme ou a long terme
(Ataallahi et al, 2022). Lorsque le systéme nerveux central pergoit une menace, une série de
réponses de défense biologique générale s'active chez I'animal pour répondre a la menace. Une

réaction de stress aigué se produit généralement aprés que I'animal a percu une breve menace,

12
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physique, émotionnelle ou psychologique. Ensuite, I'équilibre physiologique de I'animal se
rétablit rapidement, conduisant a une adaptation complete (Hughes et al, 2014). Lors du stress
aigu, I’hypothalamus produit une décharge de CRH proportionnelle a celle du stress. Cette
décharge engendre la sécrétion d’ACTH elle aussi proportionnelle et modérée. Les glandes
surrénales, sensibles a I’ACTH, produisent une sécrétion importante de cortisol qui entraine
I’augmentation détectable de la cortisolémie. Lorsque 1’intensité du stimulus stresseur augmente,
la cortisolémie plafonne. Lors de faible stress, les perturbations de l’axe corticotrope sont
discrétes et ne peuvent pas étre identifiées par des valeurs ponctuelles de cortisolémie
(Mormede, 1995). Le stress aigu entraine des effets physiologiques et métaboliques tels qu'une
augmentation de la fréquence cardiaque, de la fréquence respiratoire, de la pression artérielle, du
débit intestinal, de la mobilisation de I'énergie, de la stimulation de la fonction immunitaire, la
diminution de [l'appétit, la diminution de certains minéraux plasmatiques (potassium,

magnésium) et ralentissement du flux digestif dans I'estomac (Trevisi et Bertoni, 2009).

Contrairement au stress aigu, le stress chronique se produit suite a un événement d'excitation
physiologique continue (Ataallahi et al, 2022) lorsque le corps subit de multiples facteurs de
stress ou le systeme nerveux autonome est incapable d'activer les fonctions physiologiques et
comportementales normales d’adaptations (Burnard et al, 2016). Le taux de cortisol restant
élevé, le rétrocontrdle négatif ne s’exerce plus correctement. Les taux de CRH et I'ACTH restent
élevés et agissent sur les neurones du systeme limbique (amygdale et hippocampe) et sur
I’hypothalamus, en réduisant leur nombre de dendrites et donc de connexions synaptiques
(Figure 5). Les neurones GABA qui atténuent le transfert des messages sont moins actifs,
favorisant un transfert massif d’informations donc le maintien de 1’anxiété. Les exces de ces
hormones modifient I’organisation fonctionnelle de ces zones cérébrales. Cette réorganisation est
négative pour le cerveau car elle induit des perturbations physiologiques. L’exces de cortisol
entraine le maintien des modifications biologiques constatées durant la gestion de la crise aigie
du stress, or ces troubles favorisent I’hyperglycémie (peut induire un diabéte surrénalien), les
maladies cardiovasculaires, les infections dues a un déficit immunitaire, donc sont dangereuses

pour la sante (Ohayon, 2021)
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Figure 5 Modifications structurales et fonctionnelles du cerveau suite a un stress chronique.

Source : Moisan et Le Moal, 2012

14



Chapitre II Méthode d’évaluation du stress

14



Chapitre II Méthode d’évaluation du stress

Il. Méthodes d’évaluation du stress

1. Observation du comportement

Le public est sensibilisé aux situations stressantes extrémes pour le cheval, comme lors
d’épuisement en fin de course. Mais le cheval est confronté a d’autres éléments stressants, moins

visibles aux personnes non sensibilisées a 1I’éthogramme et aux besoins naturels du cheval.

Chez le cheval, le stress est associé a des comportements de peur et de réactivité émotionnelle.
En situation stressante, une augmentation des comportements locomoteurs (nombre de pas,
vitesse et fréquence des déplacements) et une diminution des comportements de repos
(immobilité, appui tripédal, yeux mi-clos ou fermés, téte basse) sont observées (Werhahn et al.,
2011).

Les comportements d’alerte, de vigilance (Figure 6) (téte relevée, oreilles mobiles, yeux grand
ouverts, peu d’appui tripédal, soufflements fréquents, naseaux dilatés, position haute du corps,
frissonnements musculaires) augmentent en situation stressante (Heleski et al., 2002). La
position en arriére des oreilles serait un indicateur de stress aigu (von Borstel et al., 2009) ou

chronique chez le cheval (Fureix et al., 2010).

Le hennissement est une vocalisation de salutation ou de séparation. Il est le plus souvent
entendu lorsque deux chevaux sont séparés (Houpt et al., 1982). Lors d’un test d’isolement, des
chercheurs ont obtenu une augmentation des vocalisations émises (Harewood et al., 2005). Une
étude sur le bien-étre des poulains a montré que les individus dont les conditions d’hébergement

ont été enrichies ont moins henni (Lansade et al., 2011).

Les comportements d’alimentation tels que la prise de nourriture, les machonnements, le temps
passé a manger, a brouter, peuvent varier selon le niveau de stress. Une étude a mesuré que le
confinement et 1’isolement social augmentaient le temps passé€ ainsi que la fréquence des prises
de nourriture dans le box (Mal et al., 1991). D’autres études ont obtenu I’effet inverse et
associent une augmentation du temps passé a manger avec ’absence de peur (Viérin et al.,
1998). En considérant uniquement les juments hébergées en pature, Mal et al. (1991) observent
que les juments les plus nerveuses broutent des laps de temps plus courts. Les comportements de

défécations sont plus fréquents lors d’un test d’isolement (McCall et al., 2006).
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Bagshaw et al. (1994) concluent en proposant les comportements suivants lors d’études sur
I’évaluation du stress : un cheval marchant en reniflant le sol (comportement exploratoire), la
marche ou I’immobilit¢é en position d’alerte (comportement de vigilance). Ils proposent
également d’utiliser les fréquences de défécations et de souffles (expiration d’air en position

d’alerte) comme indicateurs de stress (Bagshaw et al., 1994).

Figure 6. Illustration du comportement d’alerte d’un cheval.

Source : Haase, 2010

2. La fonction cardiaque

Lorsque ’organisme est soumis a un stress, la stimulation du systéme nerveux sympathique
entraine la libération de catécholamines, dont la noradrénaline et 1’adrénaline, induisant, entre
autres, une tachycardie et une hypertension artérielle. De nombreuses études utilisent les
variations de ces deux paramétres pour evaluer le stress ressenti par un individu. La mesure de la
fréquence cardiaque est une méthode souvent utilisée car elle est non invasive et les données

peuvent étre facilement collectées. I faut toutefois se montrer prudent lors de ’utilisation de la
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fréquence cardiaque car elle est influencée par de nombreux parameétres comme 1’age, 1’activité
physique, le comportement du cheval, la douleur, le stress ... C’est bien la variation de cette

fréquence cardiaque qui nous donne des indications sur I’état de I’animal (Rietmann et al., 2004).

3. La fonction respiratoire

La fréquence respiratoire est un des parametres qui peut étre modifié lorsque 1’organisme subit
un stress. Le stress peut induire une bronchodilatation et une hyperventilation. Cette derniére se
traduit extérieurement par une augmentation de la fréquence respiratoire. Mais cette tachypnée
n’est pas spécifique d’un état de stress, on la retrouve également lorsque 1’animal est soumis a un
effort physique ou lorsqu’il présente une hyperthermie (De Kermenguy, 2007). Trés peu
d’études utilisent cet indicateur pour juger de I’état de stress d’un animal car il est peu spécifique

et peu sensible.

4. Latempeérature corporelle

Les chevaux sont homéothermes grace a des mécanismes de régulations permettant d’augmenter
la production de chaleur ou au contraire d’augmenter les pertes. Grace a ces mécanismes, les
chevaux adultes maintiennent une température corporelle entre 37 et 38.5°C. Le centre de
régulation se situe dans la région pré-optique de I’hypothalamus antérieur. Quand un individu est
stressé, deux meécanismes entrainent une augmentation de la température corporelle, les
contractions musculaires et la stimulation de I’hypothalamus, et elle revient & la normale
plusieurs dizaines de minutes voire plusieurs heures aprés la fin de I’épisode stressant. La
température rectale est une valeur proche de la température corporelle et permet de maniere
relativement simple de suivre 1’évolution de ce parametre. Le suivi de la température semble
intéressant pour évaluer 1’état de stress d’un individu mais il ne faut pas oublier que, comme les
autres parametres, il est loin d’étre spécifique. En effet on peut noter une hyperthermie lors d’un
stress mais également lors d’une infection, d’un processus néoplasique, d’une maladie
immunitaire, d’une intoxication, d’une maladie inflammatoire non infectieuse etc ... (Desjardins

et Cadore, 2004).
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5. Dosage du cortisol dans les matrices biologiques

Pour assurer une bonne maitrise de I'étude, la matrice biologique doit étre seélectionnée et
préparée avec soin, car chaque type de matrice a ses propres propriétés qui peuvent influencer
I'étude. En général, les matrices biologiques animales peuvent étre classées en matrices liquides
(Le sang, I’urine et la salive), semi-solides (Les excréments) et solides (Les poils). Des études
ont montré que le cortisol peut étre mesuré dans toutes les matrices susmentionnées. Pour
garantir une fiabilité et une précision maximales, la sélection de la matrice pour une étude doit
étre basée sur les propriétés physicochimiques, le type de la matrice (liquide, semi-solide ou

solide), la facilité de collecte et la méthode d'analyse (Ataallahi et al, 2022).

5.1 Les matrices biologiques liquides

Le cortisol peut étre mesuré dans tous les types de matrices fluides biologiques car sa
composition chimique et propriétés lui permettent de traverser toutes les membranes du corps
sans encombre (Smyth, 2013). 1l est normal que les taux sanguins de ces biomarqueurs fluctuent
tout au long de la journée, et le moment de I'échantillonnage doit étre pris en compte lors de

I'interprétation des résultats.

5.1.1 Lesang

Le sang est la matrice biologique la plus fréquemment utilisée pour le suivi des biomarqueurs de
stress (cortisol, corticostérone). Seulement 5 a 10 % du cortisol sanguin est libre et
biologiquement actif ; le reste est lié a des proteines telles que la globuline (Thau et al, 2021). Le
sang permet un rendu de résultat rapide et une cadence de dosages importante. Néanmoins, lors
de I’analyse des niveaux de stress, il faut tenir compte de la quantité a prélever, de la procédure
de centrifugation, et les conditions de stockage. Le prélevement sanguin lui-méme et
I’administration d’analgésiques peuvent induire un stress, ce qui va influencer I’interprétation

des résultats (Enard, 2008).

18



Chapitre II Méthode d’évaluation du stress

5.1.2 Lasalive

Les progrés technologiques récents ont facilit¢ la mesure du cortisol a partir de fluides
biologiques autres que le sang, comme la salive. Un des avantages non négligeables de
I'utilisation de la salive

est que son augmentation provoquée par un stress aigu y est plus importante que dans le sang.
Son retour a la concentration de base y est également plus rapide que dans le sang (Peeters,
2011). Il existe d'important biais dus a la composition de la salive : les enzymes, la mucine, le
pH, le flux salivaire qui chez les jeunes animaux est réduit, et qui peut provoquer des petites
lésions buccales a la manipulation (Greenwood et al., 1992). Avant le prélévement salivaire,
I’animal doit rester pendant un délai d’au moins trente minutes sans prise de nourriture ou d’eau

(Matos 2015).

5.1.3 L’urine

L'urine est une matrice biologique couramment utilisée pour le dosage de cortisol. Le site majeur
de la dégradation des corticoides s’effectue dans le foie ou ils sont essentiellement réduits sous
forme de dérivés hydroxylés et puis éliminés par voie urinaire (Nussey et Whitehead, 2001). La
collecte d'urine chez la plupart des animaux domestiques est non invasive et simple. Cependant,
recueillir I'urine des animaux sauvages peut étre difficile, car ils sont susceptibles d'étre moins
coopératifs. Le volume urinaire est variable selon les individus, chaque miction présente une
concentration hormonale qui est fonction d’un volume émis, la dilution des urines doit donc
impérativement étre prise en considération (Lapeyrade, 2014). En outre, le cortisol urinaire a une
sécrétion pulsatile, le recueil des urines sur 24 heures est pratiquement impossible sans cage a
métabolisme (Diquelou, 2009).

5.2 Les matrices biologiques semi-solides
Géneéralement, les instruments de mesure des biomarqueurs de stress sont congus pour les
mesurer des matrices liquides. Ainsi, les matrices semi-solides biologiques peuvent nécessiter

une dilution ou une dissolution avant que la mesure puisse étre effectuée.
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5.2.1  Les excréments

Les préléevements de feces sont principalement utilisés pour évaluer le bien-étre et les stress
chroniques d’animaux sauvages dans les zoos (Moreira et al., 2007), dans des €levages extensifs
(Rehbinder et al., 2006) ou d’animaux difficiles a manipuler. Aprés défécation spontanée, les
matiéres fécales sont séchées et broyées pour I’extraction du cortisol. Le prélevement
d'échantillons fécaux présente I'avantage d'étre non invasif et de ne pas nécessiter d'approbation
éthique (Zannoni et al, 2020). Les matiéres fécales peuvent étre facilement collectées dans des
sacs appropriés et stocké de —20 °C jusqu’a —80 °C (Hansen, 2015). Il faut cependant noter
qu'un des désavantages est que la concentration du cortisol des féces varie rapidement a
température ambiante. Les échantillons fécaux peuvent contenir des agents pathogénes
zoonotiques tels que Salmonella, ce qui peut augmenter le risque de contracter une maladie. Le
délai entre la production du cortisol et I’excrétion dans les matieres fécales est variable et dépend

de I’espece étudiée (Mormede et al., 2007).

5.3 Les matrices biologiques solides

La mesure des biomarqueurs de stress dans les matrices solides biologiques, comme les tissus
kératinisés tels que les poils et la laine, a été¢ validée comme méthode d’évaluation du stress

chronique chez les animaux.

5.3.1. Les poils

La mesure du cortisol dans les poils est une méthode innovante pour déterminer I'élévation du
cortisol a long terme (Dowlati et al. 2010). La méthode a été introduite afin de surveiller la
réponse au stress chronique sans que le résultat ne soit affecté par les conditions
d'échantillonnage, telles que I'heure de I'échantillonnage, la prise alimentaire et le stress causé
par I'échantillonnage. Le cortisol pilaire reflete le taux sanguin de I’hormone pendant la
croissance pilaire, permettant aux poils d’étre une matrice biologique utile pour surveiller le

bien-étre et la santé des chevaux exposés aux stresseurs (Hayashi et al, 2021).
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Toutes les matrices ont leurs propres limites en matiére d'échantillonnage. L'analyse du cortisol

pilaire est de plus en plus utilisée pour étudier l'activité de 1’axe hypothalamo-hypophyso-

corticosurrénalien en réponse a des conditions de stress prolongées et s'est avérée étre un outil

trés informatif pour évaluer le stress chronique. Les résultats ont été influencés par de nombreux

facteurs, tels que :

La race : Les taux de cortisol ont été comparés pour les races de chevaux islandais,
poneys Shetland et trotteurs Standardbred. Des différences significatives ont été trouvees
sur les poils du garrot. Les chevaux trotteurs Standardbred ont montré un taux plus éleve
que les chevaux islandais, et ces derniers encore plus élevé que les poneys Shetland
(Sauveroche et al., 2020).

L’age : La concentration moyenne de cortisol dans les poils prélevés a I'dge de trente
jours était significativement inférieure a celle trouvée a la naissance, mais aucun des
facteurs environnementaux évalués (la température, la pluie ou les conditions d’éclairage)
n‘a influencé les concentrations de cortisol dans les poils des poulains nouveau-nés. Les
explications possibles de cette baisse des niveaux de cortisol incluent I'adaptation
progressive a la vie extra-utérine ; la fin de la relation feeto-maternelle qui s'est produite
par le placenta. C’est probablement di au fait que pendant la grossesse, les effets des
facteurs externes sont filtrés par la mere, ce qui diminue leur impact (Montillo et al.,
2014).

Reégion du corps : De nombreuses études chez les animaux sauvages et domestiques ont
révélé des différences de concentration du cortisol pilaire selon la région du corps
notamment chez les chevaux. Lellakova et al. (2022) ont montré des différences entre les
sites corporels. Les niveaux de cortisol étaient les plus bas dans les poils de la poitrine, la
région du boulet et la région de la selle, sans différences significatives entre eux. Les
niveaux de cortisol étaient les plus élevés dans la criniere prés du garrot, mais il n'y avait

pas de différences significatives dans la criniére derriere les oreilles ou dans la queue.

La saison : Les valeurs les plus élevées de cortisol pilaire ont été détectées en automne et
en été. Les valeurs automnales sont les plus élevées et sont en accord avec le cycle
circannuel de la glande pituitaire de I'équin, qui a la production d'ACTH la plus élevée en

l'automne. Les plus faibles niveaux de cortisol ont été relevés au printemps ; ces résultats
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sont conformes aux observations d'Aurich et al., qui ont rapporté des niveaux de cortisol

salivaire plus bas en mars et avril (Mazzola et al., 2021).

Le mécanisme par lequel le cortisol est incorporé dans les poils n'est pas encore connu. Par
conséquent, étant donné que le cortisol et d'autres hormones stéroides sont des substances
lipophiles, elles sont ainsi incorporées tout comme les médicaments lipophiles dans la tige pilaire
en croissance. La figure 7 décrit le mécanisme d'incorporation du cortisol dans la matrice pilaire
a partir du sang. La croissance des poils se produit en trois phases : phase active (anagéne), phase
de transition (catagene) et phase de repos (télogéne) (Harkey, 1993). Le cortisol sanguin ne peut
étre incorporé dans la tige pilaire en croissance a partir des vaisseaux sanguins que par diffusion
passive pendant la phase anagene (Meyer et Novak, 2012). Dans ce cas, l'incorporation se
produit dans le follicule pileux qui est situé a plusieurs millimetres sous la surface de la peau
(Harkey, 1993). Ainsi, il existe un délai entre l'incorporation du cortisol dans le poil et le
moment ou cette méche arrive a la surface de la peau (Montillo et al., 2014). Ce délai dépend de
la vitesse de croissance des poils, peut varier selon les especes et les régions du corps (Trevisan
et al., 2017) et doit étre pris en compte lors de I'utilisation du cortisol pileux comme indicateur
de stress. Pour l'utilisation du cortisol pilaire comme biomarqueur du stress, il est important que
I'échantillon contienne suffisamment de poils en croissance active, ce qui peut étre obtenu par la
méthode de rasage-rerasage ou « shave-reshave ». Une certaine zone est rasée au début de la
période d'intérét, et les poils qui repoussent dans la méme zone sont rasés a nouveau a la fin de

cette période (Davenport et al., 2008; Meyer et Novak, 2012).
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— . ~
Pituitary Gland ) | Adrenal Glands | Cortisol

A

Figure 7 Infographie de I'incorporation de cortisol dans la matrice pilaire a partir du sang.

Source : Nejad et al., 2022

La diffusion a partir des tissus entourant le follicule est susceptible d'étre une voie

supplémentaire par laquelle le cortisol finit par atteindre les poils. Une fois que la tige en

croissance émerge du cuir chevelu, elle est recouverte de sebum provenant de la glande sébacée

associée ainsi a la sueur sécrétée par les glandes sudoripares voisines. Par conséquent, il y a

probablement un dépét de cortisol de ces fluides sur I'extérieur de la tige pilaire (Meyer et

Novak, 2012) (figure 8).
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Incorporation by:

Biological fluids:

- Saliva, urine —

- Sweat

- Sebum

Follicle cells

Blood vessels

{) Cortisol

Figure 8 Voies d'incorporation du cortisol dans la tige. Le cortisol sanguin, principale source, est
marqué par des hexagones verts et le cortisol provenant d’autres sources par des hexagones
bleus.

Source : Heimbirge, 2021

5.3.1.1 La methode de dosage du cortisol pilaire

Il existe une grande variabilité dans les approches expérimentales de I'extraction du cortisol
utilisées chez les animaux (Tableau I). Il y a eu énormément d’articles publiés sur la mesure du
cortisol pilaire, qui different par la quantité de poils collectés, la technique de collecte des poils,
la durée d'extraction ou le mode d'évaporation de I'extrait.

L’extraction du cortisol pilaire se fait selon les étapes suivantes :

- Collecte des poils: Les quantités de poils a utiliser pour 1’extraction varient entre 40 mg
(Emmy et al., 2022) et 250 mg (Davenport, 2006) de différentes régions du corps. Les poils sont
souvent prélevés du garrot (Meyer, 2014) ; (Davenport, 2006) ; (Mazzola et al., 2021), du front
(Ghassemi, 2019) (Comin et al., 2012), région ischiatique (Mesarcova, 2017). Les échantillons
de poils sont soigneusement rases avec une tondeuse électrique selon Meyer (2014), Mazzola
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(2021) et Comin (2012) ou bien coupés aux ciseaux fins (Mesarcova, 2017) le plus pres possible

de la peau.

- Stockage des échantillons : Les échantillons des poils collectés sont stockés soit dans des
feuilles de papier aluminium pour les protéger de la lumiere du soleil (Meyer, 2014), soit dans
des sacs en plastique (Moya et al., 2013), soit placés dans des tubes secs en polypropyléne
(Mazzola et al., 2021). Les échantillons peuvent étre stockés a température ambiante dans un

environnement sombre (Emmy et al., 2022) ou indéfiniment a -20 °C (Barga, 2016).

- Lavage des échantillons : Le lavage des échantillons est réalisé avec de 1’isopropanol (Meyer et
al., 2013). Certains auteurs remplacent 1’isopropanol par de I’eau distillée (Mesarcova, 2017) ou
bien du méthanol a 80% (Bargad, 2016). Le lavage permet d’éliminer toutes les substances
hydrosolubles telles que les urines et les matieres fécales ainsi que le sébum et la sueur qui

pourraient géner I'analyse. Cette procédure est répétée deux fois.

- Séchage des échantillons : Le séchage des échantillons de poils s’effectue a température
ambiante, pendant au moins 2-3 jours (Meyer, 2014) ou jusqu'a 7 jours selon Ghassemi (2019)

pour assurer une évaporation compléte de I'isopropanol.

- Broyage des poils: Les poils séchés sont pulvérisés dans un broyeur a billes en acier
inoxydable pendant 6 min a une vitesse de 25 Hz (Meyer, 2014) ou coupés en petits segments
avec des ciseaux fins stérilisés (Ghassemi, 2019), dans le but d’augmenter la surface
d’extraction. Peser de 50 mg (Comin et al., 2012) jusqu'a 300 mg (Bargaa, 2016) de la poudre
sur une balance analytique, puis les transférer dans des micros tubes de 2,0 ml pour une

extraction ultérieure.

- Extraction du cortisol pilaire : Le méthanol est le solvant utilisé pour la phase d’extraction du
cortisol (Bargad, 2016 ; Davenport, 2008). La poudre de poils et le méthanol sont placés en
incubation (Davenport, 2008) (Bargad, 2016) pendant 18 a 24 heures (Acker et al., 2018) soit a
température ambiante (Ghassemi et al., 2014), soit a 37°C (Comin et al., 2012) ou a 50°C
(Mazzola et al., 2021) avec inversion constante a l'aide d'un rotateur (Ghassemi et al., 2014).
Apres I’incubation, les tubes sont centrifugés et le surnageant est placé dans un évaporateur sous
vide (Meyer, 2014). Certains auteurs utilisent des hottes a 37°C (Comin et al., 2012) pour
I’évaporation du méthanol, tandis que d’autres optent pour des bains a sec a 37°C (Lamari,

2018). Apres élimination du méthanol, I'extrait est reconstitué dans un volume de 0,2ml
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(Mazzola et al., 2021) jusqu'a 0,6ml (Comin et al., 2012) de tampon phosphate salin de dosage
EIA (diluant de dosage).

- Analyse du taux de cortisol pilaire : L’approche majeure qui est actuellement utilisée est le
dosage immunoenzymatique (EIA). Le dosage immunoenzymatique a comme avantage la
disponibilit¢ commerciale des kits qui sont relativement peu coliteux, et I’équipement nécessaire
(lecteur de microplagues et laveur) se retrouve dans de nombreux laboratoires. Les inconvénients
de I'EIA incluent la réactivité croiseée potentielle de I'anticorps avec d'autres analytes présents
dans I'extrait de poils, et la sensibilité éventuellement insuffisante pour mesurer des niveaux

extrémement bas de cortisol pilaire (Hodes et al., 2018).

Tableau I Apercu de quelques méthodes de dosage du cortisol pilaire chez le cheval

Espéce | Région Broyage Lavage Extraction | Technique | Concentration | Référence
d’échantillonnage détectee
Poitrine, selles, Découpage Isopropanol | Méthanol ELISA 9,40 a 21,25 Lellakova
Cheval | thorax, boulets, (1-3mm) (3 fois) pg/mg et al. (2022)

criniere, derriére les
oreilles, queue,
garrot

Cheval | Criniére, garrot Broyeur & Non Méthanol ELISA 4,2-140 Sauveroche
billes mentionné et al. (2020)

Cheval | Criniere Découpage Isopropanol | Méthanol RIA 0,19-0,90 Placci et al.
(1-3mm) (1 fois) (2019)

Cheval | Garrot Découpage Isopropanol | Méthanol RIA 4,57-156,51 Comin et al.
(1cm) (1 fois) (2012)

Les poils offrent une alternative intéressante pour évaluer le stress pour de nombreuses raisons
(Tableau II). Le cortisol pilaire renseigne sur les anomalies des animaux souffrant pendant
plusieurs mois. Comparé aux autres matrices telles que le sang ou la salive, I'échantillonnage de
la matrice pilaire est une méthode non invasive, elle ne nécessite ni expérience ni expertise et qui
peut facilement étre transféré au laboratoire pour analyse. Elle ne se limite pas aux animaux
vivants, elle peut étre prélevée sur des animaux non vivants. Dans certaines circonstances, les
poils peuvent étre le seul échantillon disponible pour examen, comme dans les études de restes

squelettiques ou de blessures traumatiques (Levine et Kerrigan, 1999). De plus, le cortisol pilaire
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fournit un calendrier rétrospectif de la sécrétion de cortisol permettant d’évaluer le stress
chronique ou le stress de longue durée. Ces aspects rendent la matrice pilaire beaucoup plus
adaptable que les autres matrices biologiques pour le suivi de la santé et le bien-étre animal

(Ataallahi et al. 2022).

Tableau 11 Résumé de la capacité de la matrice pilaire & mesurer le cortisol chez les animaux.

Avantages

Inconvénients

-La procédure de prélevement pilaire est une
méthode non invasive et simple.

-Au maximum, 1g d'échantillon de cheveux est
requis.

-Facilité de stockage et stabilité a température
ambiante pendant des années

-Les poils sont résistants a la décomposition
chimique en comparaison des autres matrices
biologiques.

-Calendrier rétrospectif de la sécrétion de
cortisol
-L'échantillonnage est possible par le
chercheur.

-Peut facilement étre transféré au laboratoire

pour analyse.

-Difficulté de la collecte d'especes a poils
courts ou de progéniture.

-Nécessité d'envelopper les échantillons de
poils dans du papier daluminium pour

maintenir l'intégrité et pour éviter une

contamination  supplémentaire  lors du
stockage.

-Les échantillons de poils ne refletent pas
I'exposition immédiate ou récente de la
sécrétion du cortisol.

-Facteurs de confusion possibles : age, sexe,
taux de croissance et le poids des poils.

- les méthodes d'extraction du cortisol

différent d'une étude a l'autre.

Source : Nejad et al, 2022
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Partie Experimentale
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Objectif

Le cortisol pilaire est un marqueur rétrospectif du stress sur de longues périodes. Sa

quantification est de plus en plus utilisée dans la recherche sur le stress et le bien-étre animal.

L’objectif de notre étude est de déterminer les valeurs usuelles du cortisol pilaire chez les

chevaux d’un centre équestre de la région d’Alger.

I. Matériel et méthodes

A. Lieu de I’étude expérimentale

L’¢tude a été réalisée de Janvier 2023 & Aout 2023 au niveau d’un Club Hippique Populaire,
Bordj El Kiffan. Créé en 1988, le Club Hippique Populaire de Bordj El Kiffan abrite une

cinguantaine de chevaux pratiquant le saut d’obstacles comme activité sportive.

CHPBEK

Club Hippique Populaire
Bordj El Kiffan

Figure 9 Le club hippique populaire de Bordj Figure 10 Logo du club hippique
El Kiffan. de Bordj El Kiffan
Photographie personnelle Source : Page Facebook
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B. Animaux

L’étude a porté sur un effectif total de vingt-et-un (21) chevaux : sept méles et quatorze femelles
(Tableau I1). Les chevaux sont de race Barbe et Arabe-barbe. L’age des chevaux varie entre un
mois et demi et 27 ans, avec une moyenne de 86,48 ans (en tenant compte 1’dge au premier
rasage). Les animaux ont été logés dans des box individuels (Surface de 8 m?). Leur alimentation

a été basée essentiellement sur le foin et 1’orge.

Tableau I11 Caractéristiques des chevaux de 1’étude.

Nom Sexe Age Robe
Ilustre Male (Castré) 27 ans Alezan brulé
Léa Femelle 6 ans Bai
Trefle Maéle 14 ans Blanc
Mordjane Male 3ans Bai
Assryan Male 12 ans Noir
Zinou Male 13 ans Bai cerise
Loubna Femelle 11 ans Gris clair pommelé
Isabella Femelle Imois et 1/2 Bai
Cookie Femelle 18 ans Gris clair pommelé
Amira Femelle 8 ans Blanc
Atena Femelle 12 ans Bai foncé
Queen Femelle 7 mois Bai
Djazira Femelle 6 ans Gris
Soltana Femelle 6 ans Souris pommelé
Victoria Femelle 7 ans Gris truité
Abilardo Méle 2 mois Bai
Nour Femelle 5ans Gris
Silmya Femelle 3ans Gris
Bitrése Male 3ans Souris foncé

pommelé
Ahlam Femelle 7 ans Gris
Bella Femelle 6 ans Bai foncé
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Les critéres de choix des chevaux ont été faits sur la base de :

- Leur état de santé : les chevaux devaient étre de bon état de santé, pour 1’échantillonnage.
Ils ne devaient avoir recu aucun traitement a base de corticoides.

- La coopération des chevaux : les chevaux choisis devaient étre habitués aux différentes
manipulations vétérinaires.

- L’accord des propriétaires : les chevaux choisis n’appartenaient qu’aux propriétaires

intéresses par cette etude.

2. Matériel

Afin de réaliser cette étude, nous avons eu recours au matériel suivant :

- Matériel de contention : licol

- Matériel nécessaire pour la collecte des poils : une tondeuse électrique, des feuilles de
papier aluminium et des sacs en plastiques.

- Matériel de laboratoire : tubes polypropylénes 15mL, balance de précision avec un degré de
précision de 0,01g, isopropanol 99.8%, pipette 1mL, ciseaux fins, microtubes 2 mL, support
de microtubes, méthanol 80%, bain marie a agitation JULABO SW22, microcentrifugeuse
SIGMA, hotte a flux constant KIT LAB, solution PBS, vortex, lunettes de protection,
alcool chirurgical, gants, masque chirurgical.

- Matériel de dosage : Analyseur d’immunoanalyse automatique Maglumi 600, Kit cortisol
Maglumi (CLIA).

3. Protocole experimental

3.1. Collecte des poils

Pour la collecte des poils, nous avons opté pour la méthode du rasage-resasage (shave-reshave)
(Meyer et Novak, 2012). En effet, la tige pilaire atteint une certaine longueur, aprés quoi la
croissance s'arréte jusqu'a ce que les poils tombent. Par conséquent, les échantillons obtenus sans
rasage préalable contiendront un mélange de poils ayant incorporé du cortisol sur différentes

périodes de temps. Ce probleme peut étre surmonté en utilisant une approche de rasage-rerasage
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qui établit une chronologie connue de l'incorporation de cortisol. Ainsi, la collecte des poils a été

réalisée en deux temps :

1°" temps : Apres contention du cheval avec un licol, la tondeuse électrique a été utilisee
(Mazzola, 2021). Elle a été allumée pendant un moment afin que le cheval s’habitue a son bruit
puis le rasage a été realisé (Figure 11). Pour garantir une quantité suffisante d'échantillon, la zone
rasée mesurait 5 x 5 cm (échantillon d’au moins 150 mg) au niveau du garrot gauche des 21

chevaux (Figure 12). La collecte a été réalisée, pour I’ensemble des chevaux, le 26 janvier 2023.

2¢ temps : Le 26 mars, apres la repousse des poils, un rerasage des chevaux a eu lieu sur la

méme zone du rasage initial. Les échantillons de poils ont été soigneusement rasés avec une

tondeuse électrique.

Figure 11 Rasage des poils avec Figure 12 Garrot d’un cheval aprés
une tondeuse électrique. rasage.
Photographie personnelle Photographie personnelle

3.2. Stockage des échantillons

Les échantillons des poils collectés ont été enveloppés dans des feuilles de papier aluminium

(Meyer et al., 2014) pour les protéger de la lumiére du soleil, puis ont été mis dans des sacs en
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plastique. Les échantillons ont ensuite été stockés a température ambiante dans un

environnement sombre jusqu’a I’analyse.

3.3. Lavage des échantillons

Les échantillons ont été pesés a ’aide d’une balance de précision électronique afin d’avoir
150mg de poils. lls ont ensuite été placés dans des tubes de polypropyléne de 15mL qui ont été
identifiés avec un numéro et I’initial de chaque cheval (Figure 13). Le lavage des échantillons a
été réalisé avec 5 mL d’isopropanol qui ont été ajoutés a chaque tube (Moya et al., 2013) (Figure
14). Les échantillons ont été agités par inversion manuelle durant 3 minutes. L’isopropanol a été
enlevé a l'aide d'une pipette, cela doit étre fait avec soin pour s'assurer qu'aucun poil n'est enlevé

avec l'isopropanol. Cette procédure a été répétée deux fois.

Le lavage permet d’éliminer toutes les substances hydrosolubles telles que les urines et les

matiéres fécales ainsi que le sébum et la sueur qui pourraient géner I'analyse (Davenport, 2006).

Figure 14 Tubes polypropylénes Figure 13 Ajout de I’isopropanol
identifiés. aux tubes.
Photographie personnelle Photographie personnelle
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3.4. Séchage des échantillons

Le séchage des échantillons de poils a été effectué a température ambiante, pendant au moins 2-3
jours pour assurer une évaporation compléte de l'isopropanol des tubes polypropylénes non
fermés (Meyer et al., 2014).

3.5. Broyage des poils

Les poils séchés ont été coupés en petits segments de 2-3mm avec des ciseaux fins stérilisés

(Ghassemi, 2019) (Figure 15), dans le but d’augmenter la surface d’extraction. Pour chaque

échantillon, 50 mg de la poudre de poils ont été pesés sur une balance de précision, puis

soigneusement transférés dans des microtubes de 2 mL pour une extraction ultérieure (Figure
16).

Figure 15 Poils coupés aux ciseaux fins. Figure 16 Microtubes identifies

Photographie personnelle Photographie personnelle
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3.6. Extraction du cortisol pilaire

Le méthanol a été le solvant utilisé pour la phase d’extraction du cortisol ; 1,5 mL de méthanol
ont été ajoutés a chaque microtube. La poudre de poils et le méthanol ont été placés en
incubation pendant 18 heures (Acker et al., 2018) dans un bain marie (Figure 17) a 37°C avec
/une faible agitation constante de 100 rpm pour extraire le cortisol (Figure 18). Aprés
I’incubation, les microtubes ont été centrifugés a 3500 rpm pendant 10 min a I’aide d’une
microcentrifugeuse (Figure 19), puis 1 mL de surnageant a été pipeté et placeé dans un microtube
de 2 mL. Ces microtubes ont été placés sous une hotte a flux d’air constant (Comin et al., 2012)
(Figure 20) pendant 3 jours afin d’assurer 1’évaporation compléte du méthanol. Une fois que le
méthanol a été complétement évaporé, I’extrait sec de 1’échantillon a été remis en suspension
dans 0,2 ml de phosphate salin (PBS) tamponnée a un pH de 7,5 (Mazzola et al., 2021). La
solution PBS a été préparée selon AAT Bioquest, Inc (2023). Les échantillons ont été soumis a

un vortex pendant 30 secondes jusqu'a ce qu'ils soient bien mélangés.

Les échantillons ont été congelés a -20 °C jusqu'a I’analyse.
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Figure 18 Bain marie a agitation Julaba Figure 17 Microtubes agités au bain
SW22 marie

Photographie personnelle Photographie personnelle
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Figure 20 Microcentrifugeuse Figure 19 Microtubes sous hotte & flux
SIGMA d’air constant.
Photographie personnelle Photographie personnelle

Les différentes procédures de lavage des échantillons, de séchage, broyage et extraction du
cortisol ont été réalisées a ’ENSV d’Alger, dans le laboratoire de Physiologie Animale, dans le
Laboratoire d’Anatomie-pathologie, et dans le Laboratoire de Recherche Santé et Production

Animales.

3.7. Analyse des échantillons

Le taux de cortisol pilaire de tous les échantillons a été analysé au cours de la méme journée et
les échantillons ont été dosés en double. Nous avons utilisé 1’analyseur d’immunoanalyse
automatique Maglumi 600 (Figure 21), avec une capacité de 16 échantillons pendant 20 minutes
a la fois. Des Kits pour le cortisol MAGLUMI Cortisol (CLIA) ont été utilisés (Figure 23). Le

dosage du cortisol est un immunodosage competitif par chimiluminescence (CLIA). Le kit est
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basé sur un CLIA compétitif en phase solide. Les échantillons et le cortisol enzymatique
conjugué sont ajoutés aux puits recouverts d'anticorps monoclonal anti-cortisol. Le cortisol dans
I'échantillon entre en compétition avec le cortisol enzymatique conjugué pour les sites de liaison.
Le cortisol non lié et le cortisol enzymatique conjugué sont lavés par un tampon de lavage. Lors
de I'ajout d'une solution de substrat de chimiluminescence, l'intensité de la lumiére émise est
inversement proportionnelle a la concentration de Cortisol dans les échantillons. Par référence a
une série de normes de cortisol dosées de la méme maniere, la concentration dans I'échantillon
inconnu est quantifiée. La méthode peut étre utilisée pour des échantillons dans une plage de 2,5
a 600 ng/ml.

Les échantillons ont été préalablement décongelés puis mis dans des tubes spécifiques a
I’automate qui est calibré et contrdlé. Les tubes de dosage et le kit de cortisol ont été placés dans
leur emplacement spécifique (Figure 22). Nous avons réalisé un double dosage et lecture a
chacun des échantillons (dans le but de vérifier la répétabilité de I’analyseur). Dans 1’écran de
I’automate, nous avons identifié chaque numéro d’emplacement d’échantillon avec son propre

code.

Figure 22 Analyseur d’immunoanalyse Figure 21 Em’placements des tubes
automatique MAGLUMI 600. a l’automate.

Photographie personnelle Photographie personnelle
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Figure 23 Kit de dosage du cortisol (CLIA).

Photographie personnelle

Les kits utilisés sont congus pour mesurer les valeurs de cortisol dans des échantillons liquides
tels que la salive ou le plasma. Les résultats de I’analyse sont de ce fait donnés en ng/mL et
doivent étre convertis en quantité de cortisol par unité de poids de poils en poudre. La formule
suivante convertit la sortie du test exprimée en pg/dl en pg de cortisol par mg de poils (pg/mg) en

utilisant la formule établie par Meyer et al. (2014) :

(A/B) * (C/D) * E * 10,000 = F
A = Résultats de I’analyse (ng/dL)

B = Poids de I’échantillon de poils (mg)

C = Volume de méthanol ajouté a la poudre de poils (mL)

D = Volume de méthanol récupéré de I'extrait puis séché (mL)
E = Volume de PBS ajouté pour reconstituer I’extrait sec (mL)
F = Concentration du cortisol dans les poils (pg/mg)

Dans la présente étude : B=50mg;C=15mL;D=1mL;E=0,2mL
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Les résultats donnés par I’automate ayant été¢ exprimés en ng/mL, nous les avons convertis en

pg/mL

3.8. Analyse statistique

Les données issues de I’expérimentation ont été saisies dans un tableau Excel dont le contenu a
servi pour effectuer des analyses statistiques en utilisant le logiciel DATAtab et BiostaTGV.
Suite a la diversité des approches méthodologiques, divers outils statistiques ont été utilisés pour
évaluer le taux de cortisol pilaire chez les chevaux, précisément la moyenne en SEM (standard

erreur de la moyenne) et le coefficient de variation.

Les résultats ayant montré un pourcentage €élevé d’échantillons dont le taux de cortisol n’était
pas détecté par I’automate (concentration du cortisol pilaire <0,18 pg/mg), un test non

paramétrique, le Test Exact de Fisher, a été utilisé afin :

- De comparer la proportion des taux non détectables de cortisol pilaire lors du premier et du

second dosage des échantillons

- De comparer la proportion des taux non détectables de cortisol pilaire en fonction de différents

facteurs tels que 1’age du cheval, le sexe et la couleur du pelage.
Pour la réalisation de ces comparaisons, des tableaux de contingence ont été élaborés.
Les tests Exact de Fisher ont été effectués sur le site de Statistiques en ligne BIOstaTGV.

Les valeurs moyennes du cortisol pilaire selon les différents facteurs (age, sexe, couleur de robe)

ont été comparées en utilisant le test non paramétrique de Wilcoxon-Mann-Whitney
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Notre étude avait pour objectif de mesurer un indicateur de stress chez les chevaux d’un centre
équestre, afin d'avoir les valeurs usuelles du cortisol pilaire chez les chevaux et de connaitre les
impacts de différents facteurs qui peuvent influencer le taux de cortisol pilaire. Nous avons pu
collecter les échantillons pilaires sur un total de vingt et un chevaux. Le tableau IV résume les

résultats obtenus en double dosage des échantillons

Tableau 1V Concentration du cortisol pilaire exprimée en pg/mg (Dosage realisé en double pour
chaque échantillon)

Concentration du cortisol pilaire (pg/mg)

Nom du cheval Valeur 1 Valeur 2
Illustre <0,18 <0,18
Léa 6,55 7,67
Trefle <0,18 <0,18
Mordjane <0,18 <0,18
Assryan <0,18 <0,18
Zinou <0,18 <0,18
Loubna <0,18 <0,18
Isabella 33,45 55,25
Cookie <0,18 <0,18
Amira <0,18 <0,18
Atena <0,18 <0,18
Queen <0,18 <0,18
Djazira <0,18 <0,18
Soltana <0,18 <0,18
Victoria <0,18 1,25
Abilardo <0,18 3,47
Nour <0,18 <0,18
Silmya <0,18 <0,18
Bitrése <0,18 <0,18
Ahlam <0,18 0,77
Bella <0,18 <0,18
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A. Proportion des échantillons a cortisol pilaire supérieur au seuil de détection

Tableau V Tableau de contingence représentant le nombre des échantillons a cortisol pilaire

supérieur au seuil de détection

Valeur 1 Valeur 2 TOTAL
Détectable 2 (09,52%) 5 (23,8%) 7
Non détectable 19 (90,47%) 16 (76,19%) 35
TOTAL 21 21 42
Valeur 1 : résultats du premier dosage ; valeur 2 : résultats du second dosage

Les résultats du tableau VV montrent que, pour les valeurs du premier dosage (Valeur 1), seul
9,52% ont été supérieurs au seuil de détection, contre 23,80% pour les valeurs du second dosage

(Valeur 2). La différence entre les deux valeurs ne s’est pas avérée significative (p=0,409).

A.1 Effet de ’age

Tableau VI Tableau de contingence représentant le nombre des échantillons a cortisol pilaire
supérieur au seuil de détection en fonction de 1’age (en utilisant les valeurs 2).

<5ans 5-10ans | >10ans TOTAL
Cortisol 2 (33,3%) 3 (37,5%) 0 (0%) 5
détectable
Cortisol non 4 (66,6%) 5(62,5%) 7 (100%) 16
détectable
TOTAL 6 8 7 21

Pour étudier I'influence de I'age sur le cortisol pilaire, I'ensemble du groupe d'étude a d'abord été
divisé en trois groupes d'age différents : [< 5 ans], [entre 5 et 10 ans] et [> 10 ans] (Tableau VI).
L'analyse du taux de cortisol pilaire a révélé que le pourcentage d’animaux ayant eu un taux
détectable de cortisol a été plus éleve chez les animaux de moins de 10 ans (33,3%, 37,5% et
0%, respectivement chez les chevaux agés de moins de 5 ans, agés entre 5 et 10 ans, et ceux agés
de plus de 10 ans). Le Test Exact de Fisher donne la valeur p=0,199, la différence est non

significative, probablement du fait de la petite taille de 1’échantillon.
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A.2 Effet du sexe

Tableau VII Tableau de contingence représentant le nombre des échantillons a cortisol pilaire
supérieur au seuil de détection en fonction du sexe.

Male Femelle TOTAL
Cortisol 1(14,28%) 4 (28,57%) 5
détectable
Cortisol non 6 (85,7%) 10(71,4%) 16
détectable
TOTAL 7 14 21

Les données du tableau VII ont montré que le pourcentage de femelles ayant eu des taux
détectables de cortisol pilaire a été plus élevé que chez les males (28,6% versus 14,3%,
respectivement chez les femelles et les males), mais la différence n’a pas été significative

(p=0,624).

A.3 Effet de la couleur de la robe

Tableau V111 Tableau de contingence représentant le nombre des échantillons a cortisol pilaire
superieur au seuil de détection en fonction de la couleur des robes (en utilisant les valeurs 2).

Bai Gris Autres robes TOTAL
Cortisol 3(37,5%) 2 (28,57%) 0 (0%) 5
détectable
Cortisol non 5(62,5%) 5(71,4%) 6 (100%) 16
détectable
TOTAL 8 7 6 21

Les robes de tous les chevaux participants a I'étude ont été classées en trois groupes différents :
bai, gris et autres (du fait de ’effectif minime des autres robes représentées par le blanc et la
couleur souris). L'analyse du taux de cortisol pilaire a révélé que le pourcentage d’animaux ayant
eu un taux détectable de cortisol a été plus élevé chez les animaux avec une robe foncée (37,5%,

28,57% et 0%, respectivement chez la robe bai, la robe grise, et toutes les autres robes). Le Test
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Exact de Fisher donne la valeur p= 0,360, la différence a été non significative, probablement du

fait de la petite taille de I’échantillon (Tableau VIII).

B.  Concentration moyenne du cortisol pilaire

La concentration moyenne en cortisol pilaire obtenue dans notre étude a été calculée
uniquement pour les valeurs du second dosage, supérieures au seuil de détection (0,18pg/mg).
Cette concentration a été de 13,7£20,9 pg/mg (n=5). Les concentrations minimale et maximale
détectées ont été respectivement de 1,25 pg/mg et 55,25 pg/mg. Le coefficient de variation est de

153% ce qui montre une grande dispersion autour de la moyenne.

Tableau 1X Valeurs moyennes du cortisol pilaire
(valeurs 2), regroupées par age, sexe et couleur de pelage
(pour les concentrations pilaires du cortisol >0,18

pg/mg).
Variable Cortisol pilaire (pg/mg)
Age
< 5ans (n=2) 29,36+25,89
5—10 ans (n=3) 3,23+3,15
Sexe
Male (n=1) 3,47
Femelle (n=4) 16,24+22,69
Couleur de la robe
Bai (n= 3) 22,13+23,48
Gris (n=2) 1,01+0,24

Pour le facteur sexe, le groupe des males est a n=1, ce qui rend impossible la réalisation de
I’analyse statistique par le test de Wilcoxon- Mann Whitney. Pour la couleur de la robe, la
probabilité p= 0,2 (Bai vs Gris). En ce qui concerne le facteur de I'age, la probabilité est de 0,4
(< 5ans vs 5-10 ans). Etant donné que 1’effectif est restreint, il est probable que I'absence de

signification statistique soit due a la petite taille de I'échantillon.
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L'étude du cortisol pilaire chez le cheval permet de révéler I'importance de cette hormone dans la
compréhension de la régulation du stress, de la santé et du bien-étre équin. Il est a noter que trés
peu d'études ont eté faites dans cette optique et c'est, selon nous, la premiere en son genre en

Algérie

Les concentrations du cortisol pilaire chez le cheval ont été rapportées par différents auteur.
Sauveroche et al. (2020) ont releve, en utilisant la technique ELISA une valeur moyenne de
cortisol pilaire chez les chevaux de 6,1+6,4 pg/mg. Tandis que 1’¢tude faite par Lellakova et al.
(2022) révele une large plage entre les valeurs moyennes minimales et maximales 9,40 a 21,25
pg/mg. Dans notre étude, la valeur inférieure a 0,18 pg/mg retrouvée chez la majorité des
chevaux, peut-étre dd aux bonnes conditions du club équestre. Selon Placci et al. (2019), les
conditions d’élevage exercent un impact sur les valeurs de cortisol pilaire. Selon cet auteur, les
chevaux vivants dans un élevage naturel (a 1’état libre) présentent des concentrations de cortisol
plus faibles que ceux évoluant dans un élevage traditionnel (dans des box individuels). Cet
auteur a enregistré des valeurs minimales tres faibles, de 0,19 pg/mg, selon la méthode
analytique radio-immunologique (RIA) sur des chevaux sportifs.

Effet de la saison. Les facteurs externes tels que la saison et les conditions environnementales
peuvent influencer les niveaux de cortisol pilaire (Mormede et al., 2007). Plus probablement, il
pourrait s'agir d'une série de facteurs concomitants, tels que la température ambiante, qui, selon
la saison et la perception des chevaux, pourraient interférer avec I'homéostasie des chevaux (Hart
et al., 2016). La saison de I’hiver durant laquelle I’étude avait été réalisée, pourrait également
expliquer pourquoi les taux de cortisol pilaire étaient minimes. Le taux de cortisol pilaire
automnal est le plus élevé par rapport aux autres saisons, car il est en accord avec le rythme
circannuel de I'nypophyse chez I'équidé, qui a la production d'ACTH la plus élevée en automne
(Banse et al., 2020).

Effet du sexe. Des caractéres individuels comme le sexe et le statut reproducteur peuvent
influencer les concentrations du cortisol pilaire (Medill et al., 2015). Cette différence serait due a
des différences dans la physiologie de 1’axe corticotrope (sensibilité¢ des surrénales a I’ACTH

moindre chez les males), dans le comportement lors de la reproduction (interactions nombreuses
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produites par le male lors du rut) et dans la physiologie de la reproduction des femelles (taux de

glucocorticoides élevés a la fin de la gestation et pendant la lactation) (Reeder & Kramer, 2005).

Notre étude n’a pas révélé de différences significatives entre les males et les femelles. De
nombreuses études sur des chevaux domestiques ont également indiqué qu'il n'y avait pas de
différence de cortisol pilaire entre les méales et les femelles. Souvent, ces études comprennent
également des males castrés, ce qui réduit encore leur comparabilité (Jolivald et al., 2023). Dans
I'ensemble, le cortisol pilaire chez les femelles et les males est fortement lieé a des facteurs
biologiques tels que I'dge et la condition physique. Les animaux avec un mauvais état corporel,
ont un taux de cortisol pileux plus élevé. Etant donné que le cortisol est lié & la mobilisation des
réserves graisseuses existantes, il n’est pas surprenant qu’aprés une longue période de stress

chronique, les individus développent une mauvaise condition physique (Regan et al., 2020).

Effet de I’age. Selon nos résultats, I’intervalle d’age inférieur a cinq ans a présenté un taux élevé
de cortisol pilaire. Dans notre étude, la concentration la plus élevée de cortisol pilaire a été
relevée chez une pouliche agée d’un mois et demi (55,25 pg/mg). Cette augmentation peut étre
due a des niveaux élevés de cortisol maternel et feetal en fin de gestation et autour de la
naissance (Otten et al., 2013). Les poulains nouveau-nés présentent également des taux
plasmatiques de cortisol total plus élevés et des taux de globuline liant les corticostéroides plus
faibles, ce qui peut conduire a des concentrations plus élevées de cortisol non lié (Grant et al.,

2017) et donc a une incorporation plus élevée de cortisol dans les cheveux.

Effet de la couleur du pelage. L'influence de la pigmentation des poils sur les concentrations de
cortisol pilaire a fait I'objet de nombreuses études confirmant que le cortisol pilaire varie en
fonction de la couleur des poils (Yamanashi et al., 2013). La quantité de mélanine dans les poils
affecte de maniére significative a la fois l'incorporation et la dégradation du cortisol dans la tige
pilaire. Les poils foncés pourraient entrainer une température cutanée plus élevée et donc une
augmentation du flux sanguin dans la peau, favorisant l'incorporation de cortisol via les
vaisseaux sanguins (Burnett et al., 2014) ce qui permet d’expliquer, que dans notre étude, des

taux de cortisol élevés ont été retrouvés chez les chevaux de robe bai.

De plus, ’expérience individuelle peut influencer la réponse de stress d’un individu. Par
exemple, des animaux ayant déja subi une série de stimuli répétés. Selon une étude, Des rats sont

exposés en période néonatale a des expériences courtes de contention montrent une réponse
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atténuée au stress a 1’age adulte (Blumstein, 2016). Les aides n‘ont signalé aucune observation

d'épisodes d'agression ou de stimuli stressants chez aucun des chevaux de 1’étude.

Effet de la méthode de collecte de poils. Dans notre étude grace a l'utilisation de la méthode
rasage-rerasage, les échantillons de poils repoussés contiennent principalement des poils qui ont
poussé activement au cours des semaines précédentes entre janvier et mars, de sorte que la
dilution causée par les différentes phases de croissance des poils et les influences externes sur le
cortisol pilaire, telles que les contaminations et le rayonnement UV, peuvent étre moindre. Pour
éviter les contaminations externes, il est conseillé de raser les poils des zones du corps
visiblement séches et propres. Pour les chevaux de notre étude, la zone d'échantillonnage était le
garrot, qui présente ’avantage d’éviter les salissures lorsque les animaux se couchent. Par
conséquent, les échantillons de poils repoussés peuvent mieux refléter les concentrations
systémiques de cortisol que les échantillons de poils naturels. La collecte des poils présente
I'avantage que le temps d'échantillonnage est plus flexible et peut étre ajusté pour permettre la
conclusion rétrospective souhaitée (Heimburge, 2021). Les niveaux de cortisol pilaire relevés
dans notre étude ont été enregistrés dans les huit semaines suivant le rasage des poils. Il est
possible que ce délai ait été trop court pour avoir des concentrations détectables de cortisol

pilaire.

Effet du protocole d’extraction du cortisol pilaire. Les valeurs du cortisol pilaire présentent
une grande variation, pouvant étre dues au protocole d’analyse. Le protocole comporte des
étapes cruciales pour la qualité de la mesure. Dans cette étude, lors de I’extraction, du méthanol a
80% a été utilisé. Il fournit le meilleur rendement pour 1’extraction dans la plupart des especes de
mammiferes (Sheriff et al., 2011). Cette recommandation a été suivie lors de 1’élaboration de

notre protocole.

Effet de la méthode de broyage des poils. Afin d'augmenter la part d'extraction de cortisol de la
tige pilaire, les échantillons de poils doivent étre broyés en une poudre fine pour décomposer la
matrice protéique du poil et augmenter la surface d'extraction du cortisol (Meyer et al., 2014). A
I’étape du broyage, nous avons utilis¢ des ciseaux chirurgicaux pour broyer les échantillons de
poils. Selon Ghassemi et al. (2019), I'utilisation de broyeur a billes est relativement plus facile a
réaliser et qu'une plus grande partie du cortisol pouvait étre extraite par rapport a un ciseau

chirurgical. De plus, I’application du broyeur montre une plus grande capacité a broyer plus
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d’échantillons (16 a 24) a la fois par rapport au ciseau. En outre, l'utilisation de broyeur a billes
fourni des cheveux broyés homogénéisés, ce qui va augmenter les chances d'obtenir une potion

d'extraction de cortisol plus élevée et a ainsi ameélioré la fiabilité de I'évaluation.

Effet de la méthode d’analyse du cortisol pilaire. Dans la présente étude, la méthode
analytique, était basée sur une immunoanalyse par chimiluminescence (CLIA) qui a été utilisé
pour la détermination du cortisol pilaire chez le cheval. Méme s'il a pu étre démontré que la
chimiluminescence et la chromatographie en phase liquide-spectrométrie de masse (LC-MS/MS)
présentent une forte corrélation, la chimiluminescence conduit & des résultats plus éleves que les
tests LC-MS/MS (Binz et al., 2016). Cette méthode a également été utilisee par Carlitz et al.
(2014) chez le cheval. La majorité des auteurs ont utilisé chez le cheval des test Elisa ou EIA, et

rarement le CLIA.

Le cortisol pilaire a déja été analysé par plusieurs méthodes, Au moyen d'un dosage immuno-
enzymatique (EIA), d'un dosage radio-immunologique (RIA), d'une immunoanalyse par
chimiluminescence, d'une chromatographie en phase liquide-spectrométrie de masse (LC-MS) et
d'un détecteur de fluorescence HPLC. Selon Meyer et Novak (2012), le choix du test n'est pas
particulierement important tant qu'il présente la spécificité requise pour le cortisol et un degré de

sensibilité approprié a la taille des échantillons analyseés.
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Conclusion

L'évaluation du stress par dosage du cortisol pilaire offre de nombreux avantages considérables
pour son utilisation chez les chevaux ; notamment grace a la technique d'échantillonnage simple
et non invasive et a la représentation de [lactivitt de I’axe hypothalamo-hypophyso-

corticosurrénalien sur des périodes allant de plusieurs semaines a plusieurs mois.

Un large éventail de facteurs peut modifier les concentrations du cortisol pileux. Il existe un effet
de I'dge et du sexe sur les niveaux de cortisol pilaire. Il a également été constaté que
I'incorporation de cortisol peut dépendre de la couleur de la robe et de la saison. Cependant, ces

facteurs peuvent étre inconsistants.

Ainsi, il convient d'utiliser des protocoles de dosage du cortisol pilaire qui standardisent autant
que possible ces facteurs interférents. Les recommandations peuvent comprendre l'utilisation
d'animaux du méme groupe d'age, du méme sexe ; I'échantillonnage de poils de la méme région
du corps et de la méme robe ; I'utilisation de la méthode de « rasage-reravage » ; la considération
de cette approche comme complémentaire aux autres mesures de cortisol et non comme
alternative de ces dernieres. Et en dernier, tenir compte du fait qu'il existe des périodes de vie au
cours desquelles les concentrations systémiques du cortisol, et donc les taux de cortisol pilaire,

sont physiologiquement élevées, comme chez les animaux nouveau-nés.

Les résultats de cette recherche fournissent une base pour approfondir I'étude de I'applicabilité
pratique du cortisol pilaire en tant qu'indicateur du stress chronique chez le cheval. Cela
nécessite également des investigations plus approfondies pour déterminer la plage
physiologiquement normale du cortisol pilaire chez le cheval afin de différencier entre les
variations physiologiques normales et les valeurs pathologiques et pour ouvrir de nouvelles voies
pour la recherche sur le stress, a savoir, l'utilisation de segments de poils des nouveaux-nés

comme calendrier rétrospectif pour I'évaluation du stress prénatal (Heimbirge et al., 2018).
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Annexe |. Protocole détaillé de la préparation de la solution PBS (Phosphate Buffered
Saline) (AAT Bioquest, Inc., 2023)

1. Composants requis

- Eau distillée

- Chlorure de sodium (PM : 58.44 g/mol ; 0.137 M)

- Chlorure de potassium (PM : 74.55 g/mol ; 0.0027 M)

- Sodium phosphate dibasique (NaH2PO4; PM : 141.96 g/mol ; 0.01 M)

- Potassium phosphate monobasique (KH2PO4: PM : 136.09 g/mol ; 0.0018 M)

2. Protocole de préparation
Pour préparer 1L de solution PBS, pH 7,4 :

- Préparer 800 ml d'eau distillée dans un récipient adapté.

- Ajouter 8 g de chlorure de sodium a la solution.

- Ajouter 0,2 g de chlorure de potassium & la solution.

- Ajouter 1,44 g de phosphate de sodium dibasique a la solution.

- Ajouter 0,245 g de phosphate de potassium monobasique a la solution.
- Ajuster la solution au pH souhaité (généralement pH = 7,4).

- Ajouter de I’eau distillé jusqu’a ce que le volume atteigne 1L.
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