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RESUME:

La production d’'embryons chez le bovin peut étre une alternative a la
baisse de la fertilité imputée a la sélection. Cependant la variabilité de la réaction
des vaches aux traitements de superovulation est un facteur limitant. En Algérie
trés peu d’essais de la production d’embryons ont été réalisés malgré le gain en
qualité que pourrait apporter cette technique. Notre travail s’articule autour de trois
parties. Dans un premier temps nous avons réalisé un inventaire des récoltes
réalisées durant la période de I'étude chez des vaches de race améliorée
appartenant a des stations et des élevages privés suite a un traitement de
superovulation classique (8 injections de FSH a 12 heures d’intervalle). Un total
de trente-trois récoltes ont été réalisées, une moyenne de 11,06 CJ/récolte a été
obtenu, ce qui est considéré comme une réaction ovarienne moyenne. Les
récoltes ont données une moyenne de 6,3 embryons/récolte, ce résultat est en
deca de ceux rapportés par la littérature. Plusieurs facteurs peuvent étres
incriminés, principalement l'alimentation qui a une influence certaine sur la
production d’embryons, ce fait est signalé par plusieurs auteurs.

Dans un deuxiéeme temps nous avons essayé de vérifier I'efficacité d’un
traitement de superovulation comportant 3 injections de FSH a 24 heures
d’intervalle et le comparer aux résultats d’'un protocole classique (8 injections a 12
heures d’intervalle). Vingt-trois récoltes ont été réalisées chez 8 vaches agées de
3 a 6 ans et réparties en deux groupes de quatre chacun. Le premier groupe a
recu 8 injections a 12 heures d’intervalle et le deuxieme en a regu 3 a 24 heures
d’intervalle, les vaches des deux groupes ont recu une injection de prostaglandine
au 3°™ jour du traitement de superovulation et une double insémination artificielle
au 5°™ jour, la récolte a été réalisée au 12°™® jour (7 jours aprés insémination).
Le nombre moyen de corps jaunes obtenu est de 9.1 par vache pour le groupe 1
et 10.4 dans le groupe 2, ce qui dénote une faible réaction ovarienne. Un nombre
global de 140 embryons ont été collectés avec une moyenne de 6.08 par vache,
ce résultat peut étre imputable aux erreurs de conduite d’élevage et de
rationnement. Parmi les embryons récoltés 46% et 56% étaient transférable
respectivement pour le groupe 1 et 2. Un léger gain de qualité a été enregistré
dans le groupe 2 avec une moyenne d’embryons transférable de 3,8 contre 2,2

pour le groupe 1.



Dans une troisieme partie nous avons tenté d’identifier I'influence du bilan
énergeétique sur la réaction ovarienne des vaches soumises a un traitement de
superovulation. L’exploration du bilan énergétique est matérialisée par le dosage
de quelques parameétres biochimiques (AGNE, BHB, glycémie) et un suivi de la
note d’état corporelle avant et pendant le traitement. Les résultats montrent une
note d’état stable a 2.8 pendant les 5 visites effectuées. Les résultats du BHB
présentent une moyenne maximale de 1.23 mmol/l avec une concentration de
2.2mmol/l chez la vache 2 pendant la 1ere observation, et une diminution dans les
autres observations. La glycémie a montré une variation de 0.5 a 0.76 g/l avec
une concentration maximale de 1.01 g/l chez la vache 2 durant la 3éme
observation. Pour les AGNE la concentration ont montré une augmentation des
concentrations dans le 3éme et 4eme prélevement pour les vaches 3, 4 et 5 avec
une valeur maximale de 1.36 mmol/l au 3éme prélévement .ces résultats montre
globalement une mobilisation des réserves corporelles chez toutes les vaches a
différentes étapes de I'expérimentation. Le bilan énergétique négatif matérialisé
par la mobilisation des réserves corporelles a eu un impact sur la réaction
ovarienne suite au traitement de superovulation chez les 5 donneuses avec une
moyenne de 10 CJ/récolte, aucune récolte n’a donnée d’embryons viables,
plusieurs auteurs font état d’'une influence importante du bilan énergétique négatif
sur la fertilité des vaches d’'une maniére générale et sur le résultats des récoltes

d’embryons.

Mots clés : bovin, superovulation, extraits hypophysaires, bilan énergétique.
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SUMMARY:

Embryo production in cattle may be an alternative to the decline in fertility
attributed to breeding. However, the variability of the response of cows to
superovulation treatments is a limiting factor. In Algeria very few embryo
production trials have been carried out despite the quality gain that this technique
could bring. Our work is divided into three parts. Firstly, we carried out an
inventory of the collects realized during the study period in cows of improved
breed belonging to stations and private farms following a classic superovulation
treatment (8 injections of FSH at 12 hours interval). A total of thirty-three collects
were made, an average of 11.06 CJ/collect was obtained, which is considered a
mean ovarian reaction. Crops yielded an average of 6.3 embryos/ collect, which is
lower than those reported in the literature. Several factors can be incriminated,
mainly food which has a certain influence on the production of embryos, this fact is
reported by several authors.

In a second step we tried to verify the effectiveness of a superovulation
treatment with 3 injections of FSH at 24 hours intervals and compare it with the
results of a traditional protocol (8 injections at 12 hour intervals). Twenty-three
collects were conducted in 8 cows aged 3 to 6 years and divided into two groups
of four each. The first group was given 8 injections at 12-hour interval and the
second received 3 to 24 hours apart, cows in both groups received an injection of
prostaglandin on the 3rd day superovulation treatment and a double artificial
insemination at the 5th day, the collect was carried out on the 12th day (7 days
after insemination). The average number of corpora lutea obtained was 9.1 per
cow for group 1 and 10.4 in group 2, which indicates a weak ovarian reaction. A
total of 140 embryos were collected with an average of 6.08 per cow, this result
may be due to errors in breeding and rationing. Among the embryos collected 46%
and 56% were transferable respectively for group 1 and 2. A low gain in quality
was recorded in group 2 with a transferable embryo average of 3.8 compared to
2.2 for group 1.

In a third part, we tried to identify the influence of energy balance on the
ovarian reaction of cows subjected to a superovulation treatment. The exploration
of the energetic balance is materialized by the assay of some biochemical
parameters (AGNE, BHB, glycemia) and a follow-up of the note of body condition



before and during the treatment. The results show a stable BCS with 2.8 during
the 5 visits made. The BHB results show a mean maximum of 1.23 mmol/l with a
concentration of 2.2 mmol/l in the cow 2 during the first observation, and a
decrease in the other observations. Glycemia showed a variation of 0.5 to 0.76 g/l
with a maximum concentration of 1.01 g / | in cow 2 during the 3™ observation.
NEFA concentration showed increased concentrations in the 3" and 4" simple for
the cows 3, 4 and 5 with a maximum value of 1.36 mmol/l in the 3" sample. These
results overall show a mobilization of body reserves at all cows at different stages
of the experiment. The negative energy balance materialized by mobilization of
body reserves has had an impact on ovarian response following treatment of
superovulation in 5 donors with an average of 10 CJ/collect, no collect yielded
viable embryos, several authors report a significant influence of the negative

energy balance on cow fertility in general and on the results of embryo collects.

Key words: cattle, superovulation, pituitary extracts, energy balance.
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INTRODUCTION GENERALE

L’amélioration de la fertilité est un souci majeur et un objectif prioritaire pour
I'éleveur bovins afin d’optimiser le potentiel de production de ses animaux.
Beaucoup d’efforts ont été concentré sur 'amélioration génétique et la sélection
d’animaux plus productifs [1]. Le gain apporté par la sélection a eu des
conséquences certaines sur la fertilité, Barbat et all [2] rapporte que chez la
Prim’holstein, 30 a 50% du déclin du taux de réussite en premiére insémination
est imputable a 'amélioration génétique axée sur 'augmentation de la production
laitiere. En Algérie le taux de réussite en premiére insémination varie de 50% [3] a
18.16% [4].

Avec une moyenne de 140 litres par habitant et par an, I'Algérie fait partie
des plus grands consommateurs de lait dans le monde. En effet elle est classée
deuxiéme importateur mondial de poudre de lait aprés la chine. L'office national
interprofessionnel du lait (ONIL) rapporte que I'Algérie a enregistré une facture de
1,45 milliards de dollars pour I'importation de poudre de lait et de produits laitiers,
ce qui représente 12 % de la facture alimentaire du pays. Selon le ministere de
I'agriculture et du développement rural la production laitiere a atteint 2,5 milliards
de litre de lait de vache durant 'année 2017.

La production de lait de vache en Algérie, a été estimée en 2017 a 2,5
milliards de litres, une étude réalisée en 2012 a rapporté que 50% du lait est
produit par 30% du cheptel [5]. Ce constat dénote le faible potentiel génétique de
I'outil de production laitiere a l'origine d’'une augmentation du cout de revient du
litre de lait. Une des voies d’amélioration de la productivité des vaches en Algérie,
serait d'orienter la conduite d’élevage vers la sélection d’individus plus
performants. L’insémination artificielle, introduite en Algérie depuis les années
soixante-dix a permis une amélioration génétique apporté du cété paternel. Afin de
profiter du potentiel génétique des deux ascendants la production et le transfert
d’embryons représente une trés bonne alternative. La sélection opérée aussi bien
du cé6té paternel que maternel, l'utilisation de meére porteuses de race locale
rustiques résistantes aux maladies et la naissance de veaux avec un potentiel
génétique élevé adaptés aux condition du pays auront pour effet une

multiplication rapide de bovins avec un potentiel de production intéressant
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Les connaissances acquises dans le domaine de la physiologie ovarienne,
et des mécanismes de la croissance folliculaire confortées par le développement
de I'échographie, ont permis de mettre en place des traitements hormonaux afin
de limiter le gaspillage des follicules par atrésie, 99% de la réserve folliculaire
ovarienne est perdue en cours de route [6]; [7]; [8] ce qui ne permet pas de
multiplier le potentiel génétique des femelles d’élite.

Le principe de ces traitements est d’apporter aux follicules les
gonadotrophines (exogenes) dont ils manquent, pour éviter leur atrésie permettre
a un plus grand nombre d’ovuler [9]. Plusieurs hormones ont été proposées dont
deux ont été largement utilisées, la premiére est 'eCG (equine chorionique
gonadotrophine) [10] ; [11]; [12] obtenue a partir de sérum de juments gravides,
elle est douée d’une activité FSH et LH, administré en une injection unique. Sa
longue demi-vie (environ 5 jours) [13] représentait un frein au développement des
embryons en raison d'une activité résiduelle méme aprés insémination.
L’introduction d’'une anti-eCG neutralisant 'hormone au moment opportun a
permis une nette amélioration des résultats [14], mais ce traitement a été
abandonnée en faveur de [Iutilisation des extraits hypophysaires purifiés
comportant essentiellement de la FSH et de la LH a des proportions bien définies
[15] ; [11]. La faible teneur en acide sialique de la FSH lui confere une demi-vie
trés courte (de I'ordre de 5 heures) évitant toute activité résiduelle, cela présente
néanmoins l'inconvénient de multiplier les injections car au bout de 12 heures
I'hormone n’est plus détectable dans la circulation sanguine [13].

En Algérie trés peu de travaux ont été réalisées dans le domaine de la
production d’embryons chez la vache. Un nombre moyen de 4 embryons par
vache a été enregistré en 2003 dans un essai en station [16]. Dans les
populations bovines autochtones les premiers résultats ont été obtenus en 2004
avec une moyenne de 5 embryons collectés par vache et 2.33 transférables [17].

Cependant, la grande variabilité des résultats de production d’embryons,
pour des raisons multiples, constitue un facteur limitant. En effet une vache
soumise a un traitement peut donner de 0 a 50 embryons. Nibart [11] rapporte que
10 & 20% des vaches ne donnent aucune réponse au traitement de
superovulation, et 24% des récoltes ne donnent aucun embryon viable [18]. Cette
variabilit¢ est due a des facteurs intrinséques liés a l'animal et d’autres

extrinséques liés a I'environnement. Parmi ces facteurs nous retrouvons le mode
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de traitement de superovulation [19]. La multiplicité des injections lors d’un
traitement de superovulation a base de FSH (8 injections a 12 heures d’intervalle)
pourrait produire un effet stressant néfaste au développement des embryons. La
réduction de son impacte pourrait étre apportée par une diminution du nombre
d’injections. Certains travaux ont étudié l'effet de la fréquence d’injection des
hormones de la superovulation sur les résultats des récoltes, Kimura et al [20] ont
effectué une seule injection en utilisant du gel d’hydroxyde d’aluminium comme
excipient, aucune différence significative n’a été observé comparativement au
protocole classique (8 injections).

L’objectif de ce travail est, dans un premier temps, d’étudier la réaction des
vaches de race améliorées (importées) aux traitements de superovulation, et de
définir une moyenne d’embryons produit qui pourrait constituer un point de départ,
voir une références pour les travaux dans le domaine en Algérie. Dans un
deuxiéme temps une exploration du bilan énergétique des donneuses a travers
des dosages biochimiques, métaboliques et hormonaux, sera effectuée afin
d’analyser de maniére objective les résultats des récoltes embryonnaires
réalisées. Cela nous permettra d’optimiser les résultats de production d’embryons
en agissant sur la conduite d’élevage et de limiter I'influence des facteurs limitants.

Une troisieme partie a pour but d’étudier l'efficacité d'un traitement de
superovulation en réduisant le nombre d’injections d’hormones hypophysaires.
Une comparaison sera faite avec le protocole classique contraignant et imposant
un codt plus élevé en raison de multiplicité des interventions sur I'animal.

Des recommandations seront proposées vers la fin concernant 'opportunité
de développer cette technique en Algérie et les régles qui doivent étre respectées
pour une optimisation des réaction des vaches au traitement de superovulation et
arriver a une moyenne d’embryons utilisable qui puisse apporter un bénéfice pour

la transmission des caractéristique productives des animaux d’élite.
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CHAPITRE 1 : PHYSIOLOGIE DU FONCTIONNEMENT OVARIEN

1.1. Introduction :

L’ovaire des mammiféres assure deux fonctions essentielles : la premiere
est endocrinienne, en effet les quantités les plus importantes de stéroides sexuels
sont produites a son niveau, mais aussi des peptides intervenant a différentes
phases et niveaux de maniere endocrine paracrine ou autocrine.

La deuxiéme fonction est « exocrine » car c’est a partir de 'ovaire que sont
expulsés les ovules dans les trompes utérines pour y étre fécondées. Au préalable
les ovules subiront un certain nombre de changements morphologique et
biochimique leur permettant d’acquérir la compétence a la fécondation. Ces
changements se feront de maniére paralléle au développement d’'une structure
intimement lié a l'ovule qui est le follicule ovarien, c’est 'ensemble de ses
phénoménes que nous désignons sous le terme de folliculogenése.

Sur le plan fonctionnel la folliculogenese est subdivisée en deux phases
successives : la croissance folliculaire basale gonado-indépendante et une
croissance de type cyclique gonado-dépendante [8]. Sur le plan morphologique et
cinétigue la folliculogenése est la succession des différentes étapes du
développement folliculaire. Elle commence par le début du développement du

follicule primordial et se termine avec I'ovulation ou I'atrésie.

1.2. Folliculogenése :

Le développement folliculaire chez la vache passe par 3 étapes : phase de

multiplication, phase de croissance, phase de maturation.

1.2.1. Phase de multiplication :

Aprés la fécondation, chez I'embryon femelle, une fois l'endoderme, le
mésoderme et ectoderme ont été formés, un groupe de cellules dérivées de
I'endoderme se différencient pour former les cellules germinales primordiales
(PGC) a partir desquelles les ovocytes vont se développer [21]; [22]. Autour du
30°%me jour chez la vache, se développe les crétes génitales, future ovaires [23]. A
la septieme semaine gestation chez la vache, les cellules germinales primordiales
(cellules souches d’origines extra embryonnaires) colonisent apres leur migration

au travers de I'embryon le long de mésentére dorsal de lintestin postérieur, la
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créte génitale qui se développe et donnent naissance aux ovogonies [6], les
cellules germinales souche apres leur migration vont se multiplier entre le
soixantieme et le cent-soixante deuxiéme jour de gestation [24]. Durant leur
migration les ovogonies continuent a se multiplier par méiose [23] qui débute entre

le 75°™ et le 80°™ jour et se bloque au stade diploténe de la prophase 1.

Les cellules germinales primordiales migrent vers le tube digestif, puis vers
les gonades primitives a travers le mésentere [25]; [26]; [23]. Sous l'influence des
cellules germinales primordiales qui y ont migré, I'épithélium ccelomique et le
mésonephros adjacents proliferent et forment les cordons sexuels primitifs. Ceux-
ci abritent les gonocytes et donnent naissance aux tissus spécialisés qui
assureront la nutrition et le contréle de la différenciation des gametes sexuels

définitifs : la granulosa des follicules ovariens

Pendent la gestation une réserve de deux (02) millions d’ovogonies qui, une
fois la phase mitotique terminée, entament une division méiotique qui se trouve

bloquée en prophase 1 pour donner des ovocytes 1.

L’'induction de la méiose serait controlée par un facteur d’origine méso-
néphrotique appelé MIS (Meosis inducing substance) synthétisé par les cellules
mésenchymateuses de l'ovaire [27], le contact des ovogonies avec les cellules
d’origines méso-néphrotique est donc indispensable pour assurer leur

transformation en ovocytes primaires.

1.2.2. Phase de croissance :

C’est la phase qui sépare le moment ou les follicules sortent de réserve
ovarienne et I'ovulation, elle est particulierement longue 5 mois [6], bien au-dela
de la durée du cycle chez la plupart des mammiferes. Cette étape ne concerne
que 10% de follicules, 1% seulement vont ovuler [8].

Cette phase se caractérise par des modifications qui concernent tout a la
fois le follicule et 'ovocyte qu’il renferme dont la succession abouti a I'ovulation
lorsque les conditions le permettent (Figure 1.1). Le développement folliculaire est
continu et comprend les stades de follicule primordiale, primaire et secondaire,
constituent les follicules préantaux, puis les stades tertiaires et préovulatoire ou de

De Graaf représentant les follicules antraux [28].
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Figure 1 .1 : Principale étapes du développement folliculaire [29]

1.2.2.1. Le follicule primordial :

Cette étape coincide avec lisolement et I'arrét méiotique des ovocytes
pendant 'ovogenése. Chaque follicule primordial contient un ovocyte primaire
bloqgué en prophase 1 de la premiéere division méiotique [30], avec une seule
couche de cellules somatiques aplaties, aussi appelées cellules de granulosa [31].
Ce complexe est entouré d’'une membrane basale qui sépare le follicule du stroma
fibreux ovarien. En effet, cette association entre I'ovocyte et les cellules de la
granulosa est essentielle a I'arrét méiotique car sans celle-ci, 'ovocyte dégénére
suite a la reprise de méiose [32]. Cette population de follicule, qui est a son
maximum pendant la vie foetale, représente la réserve d’ovocytes pour la vie

reproductive de la vache [33].

1.2.2.2. Le follicule primaire :

Ce caractérise par l'augmentation du volume de [Il'ovocyte et par
'agencement a sa surface d’'une couche réguliere de cellules cubiques [31]. C’est
durant cette période que l'ovocyte synthétise et secrete les glycoprotéines qui
donneront naissance a une enveloppe hyaline poreuse appelée zone pellucide

(ZP). Cette enveloppe est formée de trois glycoprotéines : la ZP1, ZP2, ZP3, cette
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derniére est reconnue par le spermatozoide et déclenche la réaction acrosomique
[34].

1.2.2.3. Le follicule secondaire :

Durant cette phase I'ovocyte atteint son volume maximal, il s’est entouré
d’une zone pellucide bien différenciée et de deux ou trois couches de cellules
cubigues formant la granulosa [35]. L’ensemble est limité extérieurement par la
membrane basale qui s’est transformée en membrane de Sklavjanski constituée

de collagéne de type 1V, de fibronectine, de laminine et de protéohéparane sulfate.

1.2.2.4. Le follicule tertiaire :

Il est dit cavitaire ou antral a cause de l'apparition au sein des cellules
folliculaire, de petites cavités contenant un transsudat plasmatique et de la
sécrétion des cellules de granulosa. Ces cavités vont progressivement confluer
pour une seule grande cavité appelée antrum. Avec le développement progressif
de l'antrum, deux structures apparaissent autour de l'ovocyte, le cumulus
oophorus et la corona radiata. Les cellules de la corona et du cumulus présentent
de nombreuses zones jonctionnelles (GAP jonction), qui constituent un moyen

privilégié de communication entre I'ovocyte et la cavité folliculaire.

Chez la vache, le nombre de follicules antraux est de maniére constante,
compris entre 25 et 50, il dépend du nombre de follicules entrant en phase de
croissance, du taux de croissance de ces follicules et du nombre de follicules qui
s’atrésient [36]. A ce stade, le follicule cavitaire s’entoure, en dehors de la
membrane de Slavjansky, d’'une double enveloppe constituée par la théque
interne, faite de cellules interstitielles riche en ARN (acide ribonucléique) et en
enzymes nécessaires a la stéroidogenese, et par la theque externe formée d’'un

tassement de tissu conjonctif du stroma ovarien.

1.2.2.5. Le follicule mur ou follicule de De Graaf :

Il représente la phase terminale du développement folliculaire, cette phase
ne concerne qu’'un follicule sur mille entré en croissance, le follicule mur se
caractérise par une taille maximale de 25 mm, par un nombre maximal de cellules

granuleuses et par une activité mitotique minimale de la granuleuse. Gonflé de
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liquide, le follicule affleure en surface de I'ovaire, 'ovocyte demeure enfermé dans
un massif cellulaire formé de corona radiata et du cumulus oophorus, les théques
internes et externes sont bien différenciées et la membrane basale est bien visible

entre les cellules folliculaires et la theque interne qui est une glande a part entiére.

La theque externe est de nature fibreuse, une fois I'antrum formé, 'ovocyte
entretient des échanges métaboliques avec le liquide folliculaire via les cellules du
cumulus et avec le sang via les cellules de la granulosa et la membrane basale,
chez la vache, il faut 42 jours pour qu’un follicule de 0,13 mm atteigne la taille

préovulatoire [37].

1.2.3. La phase de maturation :

Cette phase représente I'ensemble des modifications nucléaires,
cytoplasmiques et membranaires de l'ovocyte, ces différentes modifications lui
donne l'aptitude a étre reconnu et pénétré par le spermatozoide, lorsque I'ovocyte
a atteint 80% de sa taille finale, il a acquis la compétence ou l'aptitude a réaliser
sa maturation nucléaire, c'est-a-dire la reprise de la méiose, celle-ci correspond a
la disparition de la membrane nucléaire, a la condensation des chromosomes et
finalement a '’émission du premier globule polaire, 'ovocyte | se transforme alors
en ovocyte Il. La reprise de la division méiotique n’a lieu qu’aprés la décharge
ovulant puis se termine avant I'ovulation. L’activation des récepteurs a la LH des
cellules de granulosa induite lors de la décharge ovulant permet non seulement a
'ovocyte de reprendre sa méiose, mais également de réaliser sa maturation

cytoplasmique, préalable essentielle au succes de la fécondation.

Le cytoplasme synthétise une protéine, I'ovopéroxidase pour préparer
'ovocyte a la fécondation et joue un rble dans le développement précoce de
'embryon, au niveau membranaire se produit un ensemble de processus
favorisant la reconnaissance spécifiqgue de I'ovocyte par le spermatozoide, un seul
spermatozoide fécondant doit pénétrer I'ovocyte sous l'effet de la membrane
pellucide favorise et prépare la fusion entre le spermatozoide et I'ovule et protége

I'ovocyte contre la polyspermie [7].



24

1.3. L’atrésie folliculaire :

Le stock ovocytaire chez les mammiféres est défini des la naissance, il
s’épuisera au fur et a mesure de la vie de I'animal. Une partie infime de cette

réserve arrive au stade ovulatoire, 99% des follicules gégenerent par atrésie [29]).

L’atrésie est un processus physiologique qui permet la régulation du
nombre de follicules ovulatoires caractéristiques de ‘espéce (un a deux chez la
vache), en éliminant ceux en surnombre, inapte au développement ou
endommagées [38]. Le mécanisme impliqué dans l'atrésie est complexe et non
encore parfaitement élucidé, mais il se fait par une mort programmée des follicules

en développement par apoptose.

Il existe deux types d’atrésies. La premiére tonique, elle concerne les
follicules de la réserve ovarienne et ceux en début de développement, elle est
indépendante du cycle cestral et se déroule tout au lent de la vie de I'animale. La
deuxiéme est cyclique et concerne des follicules de taille plus grande, elle est
inversement proportionnelle au niveau de FSH (follicule stimulating hormone)

dans le sang.

Du point de vue fonctionnel I'atrésie est matérialisée par la mort des
cellules de la granulosa par apoptose, la fragmentation de la membrane basale,
une perte de la vascularisation de la membrane basale. Elle s'Taccompagne aussi
d’'un arrét de ‘expression de 'enzyme aromatase et une perte de la sensibilité a la
gonadotrophine. Le déclenchement de ces phénomenes est la conséquence
(dans des modéles expérimentaux) de la chute du niveau de gonadotrophine
plasmatique. Chez des animaux hypophysectomisés, on observe dans les 24
heures qui suivent I'intervention une baisse drastique de la teneur en fibronectine
et en récepteurs de I'lGF 2 (Insulinelike growth factor) /mannose 6 phosphate
dans les cellules de la théque, ainsi qu’'une augmentation de I'expression de I'lGF,
BP (binding protein) dans les cellules de la granulosa et de la theque [39]. Cela a
pour conséquence une disparition de I'aromatase dans la granulosa, considéré
comme le marqueur précoce de I'atrésie. Cependant c’est I'apoptose, lorsqu’elle
est massive, qui signe de maniére certaine I'atrésie des follicules antraux. A de
tres faibles taux I'apoptose est un phénoméne physiologique présent dans la

quasi-totalité des follicules. La finalité de tous ces éléments est la dégénérescence
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de la plupart des follicules empéchant ainsi I'expulsion de l'ovule, faisant de

I'ovulation un évenement exceptionnel et rare.

1.4. Dynamique de la croissance folliculaire :

La régulation de la croissance folliculaire est complexe chez la vache. A
partir de la puberté, la croissance folliculaire est permanente et des vagues de
croissance et d’atrésie se succédent. A partir du pool de follicules ovariens
(follicules primordiaux), 15 a 30 follicules vont commencer leur développement
chaque jour et quitter la réserve. Chaque vague consiste en 'émergence, tous les
7 a 9 jours environ, de plusieurs follicules tertiaires antraux de diametre égal ou
supérieur a 5 mm parmi lesquels apparait le follicule dominant. Chez la vache, un
cycle ne comporte habituellement que 2 a 3 vagues [40]. Chaque vague dure de 7
a 9 jours [41] et comporte un follicule dominant. Si 3 vagues sont observées, elles
débutent en général aux 2éme, 9éme et 16éme jours du cycle [42]; [43]. Si 2

vagues sont observées, elles apparaissent aux 2éme et 11éme jours du cycle [6].

Au bout de plusieurs mois, certains atteignent le stade de follicule tertiaire.
Trois phénoménes vont ensuite se succéder: recrutement, sélection et

dominance.

1.4.1. Recrutement:

C’est I'entrée en croissance terminale d’'une cohorte de follicule gonado-
dépendants, dont le nombre varie selon les auteurs de 2 a 5 follicules de taille
comprise entre 3 et 6 mm [33] a 24 follicules de 3mm [44]; [41]. Le recrutement
est un phénomene aléatoire, il est précédé par une augmentation des pulses de
de FSH [45]; [46], ce qui a pour conséquence une augmentation des taux
d’cestradiol et de d’inhibine entrainant par la suite un faible rétrocontréle négatif
[47].

1.4.2. Sélection :

Dés que les niveaux de FSH deviennent suffisamment faibles, le
recrutement va cesser, ce qui conduit a I'émergence des follicules ovulatoires
parmi ceux recrutés. Le follicule sélectionné correspond au premier follicule ayant

acquis des récepteurs a LH (Luteinising hormone) [48], il se caractérise en outre
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par sa production d’cestradiol et sa capacité de répondre aux gonadotrophines
[49]. Le développement du groupe de follicules recrutés s’accompagne d’une
augmentation de la production d’cestradiol, mais également d’inhibine qui par
rétrocontréle négatif sur '’hypophyse, diminue la production de FSH (figure 1.2).
Seul le follicule sélectionné est capable de survivre dans cet environnement

pauvre en gonadotrophines, les autres follicules recrutés entrent alors en atrésie.

La fin de la sélection coincide avec le phénoméne de déviation folliculaire,
permettant au follicule d’'un certain diamétre d’induire la régression (par manque

de FSH) des autres follicules considérés comme subordonnés [44].

conceniration

- 17p cestradiol pg/ml

12 ] === progestérone ng/ml
1 pic accessoire d'cestradiol
10

9

8 |

[

6

5 |

i ¢

3

2

1]

0

|
4 4 -2@2 4 6 8 10 12 14 16 ISZUUIE

jours

Figure 1.2 : Concentration des stéroides sexuels durant le cycle cestral chez la

vache [6].

1.4.3. Dominance :

Elle fait suite a la sélection. Elle est exercée par le plus gros follicule
présent sur I'un ou l'autre ovaire. Le follicule dominant est le seul qui soit capable
de provoquer la régression de follicules en croissance, ou d’inhiber la croissance
d’autres follicules, et d’ovuler dans un environnement hormonal approprié. La
dominance correspond au blocage du recrutement et a I'accroissement rapide de

volume des follicules ovulatoires [50]. Cet effet semble étre di a des facteurs
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inhibiteurs de la croissance, présent dans le liquide folliculaire [51]. Bien que
'environnement soit pauvre en FSH, le follicule dominant persiste car il a acquis
un mécanisme d’autostimulation interne lié notamment a la synthese de I'lGF 1.
La suite de I'évolution du follicule dominant dépend du niveau de concentration en
progestérone, c'est-a-dire s'’il y a lutéolyse, alors que le follicule dominant de la
deuxieme vague est en phase de croissance, il ovule. Si, a linverse, la
progestéronémie se maintient a un niveau élevé apres que le follicule dominant ait
atteint sa taille maximale, il commence a régresser, et une autre vague de

croissance apparait [6].
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CHAPITRE 2 : SUPEROVULATION ET PRODUCTION D’EMBRYONS

2.1. Introduction:

La vache est une espece mono-ovulant : le quota ovulatoire se limite dans
les conditions physiologiques, a un seul ovocyte. L’amélioration génétique des
vaches laitieres a conduit a une spectaculaire augmentation de la production de
lait et cela a été associé avec une diminution des performances de reproduction
[52]; [53]. Afin de tenter de freiner cette tendance a la baisse de fertilité, de
nouveaux programmes de sélection tenant compte des index de fertilité ont été
mis en place dans la plus part des pays [54]. L’objectif des traitements de
superovulation chez la vache est d’obtenir le nombre maximal d’embryons
fécondés et transférables avec une forte probabilité de produire des gestations
[55]. Aussi la superovulation est-elle un traitement hormonal qui aide a la
production d’'un nombre d’ovulation supérieur a deux a lintérieur d’un cycle

sexuel. La découverte de cette technique revient a Casida et al. [56].

2.2. Choix et critéres des donneuses :

La donneuse doit étre choisie sur la base de son potentiel génétique, de
son statut physiologique, de ces performances zootechniques. En effet elle doit
faire la preuve de la supériorité génétique [57], la production d’embryons est une
technique qui est destiné dans tous les cas de figures a des femelles d’élite. Une
fois le mérite génétique prouveé, la donneuse doit répondre a des criteres
physiologiques, elle doit étre pubére (8 mois d’age au minimum), la plupart sont
des vaches (primipares) dont les performances reproductives son bien connues
[58]. La vache ne doit pas étre gestante depuis au moins 70 jours avant la
superovulation [55]), période a laquelle, I'impact du bilan énergétique (négatif)
diminue progressivement et permet une reproduction efficace [59]. L’examen
générale et génitale vient compléter les criteres de choix [55], une future
donneuse ne dois présenter aucune pathologie ayant une influence directe ou
indirecte sur la reproduction, tel qu'une pathologie respiratoire digestive ou méme
podale, toute pathologie gynécologique est aussi un élément discriminatoire car
l'intégrité de I'appareil génitale et la régularité du cycle cestral sont des conditions

préalables a toute opération de récolte d’embryons.



29

Certains auteurs rapporte une sélection des vaches sur la base des niveaux
de progestérone dans le sang ou le lait [60] ; [61]. En effet selon Herller et al. [61],
les vaches qui présentent des concentrations inférieures a 10.7 ng/ml donnent

moins de corps jaune, d’embryons et d’embryons transférables.

En conclusion une donneuse d’embryons est une génisse ou une vache
primipare ayant un potentiel génétique avéré, des performances zootechnique
répondants aux objectifs de production recherchés, sans aucune pathologie

gynécologique et avec un cycle régulier.

2.3. Hormones utilisées:

2.3.1. Equine chorionique gonadotropin (eCG):

L’eCG ou PMSG (Pregnant mare serum gonadotropin) est extraite du
sérum de jument gravide entre le 40°™ et le 180°™ jour de gestation [62]. C’est
une glycoprotéine riche en hydrate de carbone, avec un taux d’acide sialique de
13.5%, ce qui lui confére une demi-vie de 5 a 6 jours L’activité biologique de I'eCG
associe celle de la FSH et de la LH avec un rapport variant de 1/1 a 1/5, [63].
L’'inconvénient de cette hormone est I'effet résiduel important qu’elle produit en
raison de sa demie vie trés longue, ce entraine I'apparition de kystes folliculaires

multiples sur l'ovaire.

2.3.2. Les extraits hypophysaires (FSH):

Les extraits hypophysaires d’origine porcine le plus souvent, mais aussi
bovine, ou ovine, sont de plus en plus largement utilisés. Avec une teneur faible
en acide sialique (5%) la pFSH possede une demi-vie trés courte (5 a 6 heures),
de ce fait elle n'est plus détectable 12 heures aprés l'injection [13]. Nibart [11]
expliquent la nécessité du maintien d’un taux sanguin suffisant par deux injections
quotidiennes avec un intervalle de 12h entre les deux [64]. Dans la plupart des cas
la FSH est donnée deux fois par jour pendant quatre jours [65] ; [66]. La
prostaglandine est injectée 48 ou 72h apres l'initiation du traitement pour induire la
lutéolyse. L’cestrus et la libération préovulatoire de LH surviennent dans les 36 a

48h, avec 'ovulation subséquente de 24 a 36h plus tard [67].
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2.3.3. Gonadotropin Releasing Hormone (La GnRH):

La GnRH seule s’est révélée inefficace pour provoquer une superovulation,
mais peut étre utilisée en association a d’autres schémas. Certains échecs
d'ovulation et de fécondation chez les animaux donneurs d'embryons ont été
imputés a une absence de libération [68] ; [69] ou a une libération anormale [70]
de I'hormone LH lors de I'cestrus suivant un traitement de superovulation. Certains
auteurs observent l'effet bénéfique de son injection aprés un traitement de
superovulation a base de PMSG [71] ; [72] ou de pFSH [73].

2.3.4. La Human Menopausal Gonadotropin (hMG):

Une purification de ces molécules dans l'urine de femme ménopausée
permet d’utiliser ThMG en médecine vétérinaire [74]. Ainsi, au Japon, [75] ont
étudié des méthodes d’administration d’hMG pour induire la superovulation chez
des vaches noires japonaises. lls ont conclu que la superovulation pouvait étre
induite de fagon correcte par une seule injection de 450-600 Ul hMG dissoute
dans de la polyvinylpyrrolidone (PVP).

L’hMG fournit des résultats comparables a ceux de 'eCG seul, mais avec
un colt est plus élevé. Son utilisation a été abandonnée a la faveur de

préparations plus efficaces et moins couteuses.

2.4. Schéma des traitements de superovulation :
2.4.1. Traitement a ’'eCG :

Du fait de la longue demi-vie de I'eCG le protocole de superovulation ne
comporte qu'une seule injection de 2500 a 3000 Ul en intramusculaire entre le
8°™ et le 12°™ jour du cycle [76]. Une injection de prostaglandine est réalisée
deux jours plus tard afin d’'induire la lyse du corps jaune et l'apparition des
chaleurs. Deux inséminations a 12 heures d’intervalle sont pratiquées sur chaleurs

observées.

Le traitement peut aussi étre réalisé sur cycle maitrisé, un dispositif

progestatif est mis en place a n'importe quel moment du cycle, 'eCG est injecté 6
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a 7 jours aprés (en fonction de la durée du traitement progestatif), I'insémination
est réalisée 36 a 48 heures apres retrait du dispositif.

En raison de l'effet résiduel néfaste di a la durée de demi-vie tres longue,
une injection d’anti-eCG est associée au traitement le jour de linsémination

artificielle.

2.4.2. Traitement a base d’extraits hypophysaires

Contrairement a 'eCG, les extraits hypophysaires posséde une demi-vie
tres courte, en effet 12 heures apres injection ils deviennent indétectables dans le
sang [13], ce qui implique une répétition des injections pour maintenir des niveaux
de FSH suffisants. Le traitement débute au méme moment qu’avec I'eCG, c’est-a-
dire 8 a 12 jours aprés observation des chaleurs de références, le traitement
classique comporte 8 injections a 12 heures d’intervalle et a doses décroissantes.
Une injection de prostaglandine au troisiéme jour du traitement permet provoquer
la lyse du corps jaune, une double insémination est réalisée sur observation des

chaleurs.

L’utilisation d’un dispositif progestatif, permet d’initier le traitement sans
prendre en considération le jour du cycle. La superovulation débute 6 a 7 jours
aprés mise en place du dispositif progestatif, la prostaglandine est injectée au 9™
ou au 10°™ jour, au méme moment on procéde au retrait du dispositif progestatif.

Une double insémination est réalisée sur chaleurs observées.

2.5. Facteurs de variation de la réponse au traitement de

superovulation

2.5.1. Facteurs intrinséques
25.1.1. Larace:

Il semble que les races laitieres répondent moins bien aux traitements de
superovulation que les races a viande [77], dans son étude (n = 269) Sharpin et al
[77] a obtenu plus d’embryons transférables chez les vaches a viande par rapport
aux vaches laitieres (respectivement 6,9 versus 5,3). La race Simmental apparait
étre en téte du classement (Tableaul) en fonction du nombre d’embryons
transférable [78]; [79]. Ce phénoméne peut étre expliqué a régression de la

fertilité due a la sélection importante en faveur de la production laitiére.
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Tableau 2.1 : Variation des résultats des récoltes d’embryons chez le bovin en

fonction de la race [78].

Race Nombre de Nombre d’embryons par collecte
collectes | Total (m = o) | Transférables (m + o) | Transférables (%)
Angus 11 6.9+45 47437 68
Beefmaster 145 13,0+ 88 6,1 £ 6,0 48
Brangus 248 16,2+ 14,3 6,6 £ 8,1 43
Charolais 12 10,9 +9.8 47 +47 47
Chianina 24 10,6 +£7.2 6,2+5.1 60
Hereford 31 10,L2+79 50+5.6 46
Limousin 54 9.6+ 8,8 4,7+35,0 52
Longhom 120 6,0+ 6,0 28+35 47
Salers 110 9.6 +82 6,0+57 64
Santa Gertrudis 140 11,0+ 10,9 42+57 43
Simbrah 68 158+12,5 0,1 £7.7 35
Simmental 535 13,1+94 6,6 6.3 51
Zebu h 92+81 34+44 39

2512 L’age:

Plusieurs auteurs rapportent que la production d’embryons est supérieure
de 1 a 2.5 embryons transférable chez les vaches par rapport aux génisses [80];
[81]; [82], ce phénomene est plus remarqué si la génisse est traitée avant 16 mois
d’age [83]. Cependant le nombre d’embryons transférables par collecte est
inversement proportionnel a parité. On observe une baisse du nombre d’embryons
transférables par collecte & partir de la 3°™ lactation [84]. Au-dela de I'age de 6
ans, les vaches donnent un nombre d’embryons faible et beaucoup d’ovocytes

non fécondés, ceci serait di a une diminution de la qualité et la des ovocytes.

2.5.1.3. Le niveau de production laitiére

Des avis contradictoires sur l'effet de la lactation sur la production
d’embryons ont été rapportés. Darrow et al [85] observe que le nombre
d’embryons transférables est supérieur chez les vaches en lactation que celles
taries (4,0 versus 2,8), ils notent aussi une diminution progressive du nombre
d’embryons transférables avec 'avancement de la lactation. De Ruigh et al [86]
par contre, observe que les vaches en lactation produisent moins d’embryons
viables que les vaches taries. Pour Hasler et al [87] la production journaliere et le

stade de lactation n’influencent pas la réponse aux traitements de superovulation.
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25.1.4. Le statut ovarien

Selon Bungartz et Niemann [88] et Romero, [89] un pourcentage élevé de
la variation des réponses au traitement de superovulation peut étre imputées a
des facteurs intrinséques liés au statut ovarien de lI'animal. Singh et al. [90] ont
rapporté que la présence d'un nombre élevé de follicules de petite & moyenne
taille le jour du début de la superovulation semble étre associée a une
augmentation de la réponse ovarienne. De plus, il a été clairement démontré que
la réponse au traitement de superovulation était plus élevée lorsque celui-ci est
initié la veille de I'émergence d'une vague folliculaire [91]; [92]; [76]. Pour pallier a
la variabilité de la réponse ovarienne, une approche alternative consiste a initier
des traitements de superovulation suite a I'induction de I'émergence d’'une vague
folliculaire [55] et et ce en utilisant une association d’'une injection d’estradiol et

d’un traitement a la progestéronique [76]; [93].

De plus, un effet négatif de la présence d'un follicule dominant au jour du
début de la superovulation sur la viabilité de la production d'embryons a été
signalé [94]; [95]; [96]; [97] ; [98]. Dans une autre étude menée par Bassiouni et El
Deeb [99] pour examiner l'effet de la présence ou de l'absence d'un follicule
dominant au moment de linjection de gonadotrophine sur la réponse au
traitement, il a été démontré que le nombre de corps jaunes, d'embryons récoltés
et transférables étaient plus élevés chez les femelles dont I'ovaire ne comportait

pas de follicule dominant.

2.5.2. Facteurs extrinsegues

25.2.1. Lasaison:

Il semblerait que I'effet de la saison serait principalement di aux conditions
climatiques. Pour Harvengt et al [100], le mois et 'année sont des facteurs qui
influencent de fagon significative le nombre total d’embryons collectés et le
nombre d’embryons transférables. Freytag et al [101] ont mis en évidence une
influence significative de la température et de la pression atmosphérique le jour du
début du traitement sur le nombre d’embryons collectés. Benyei [102] a testé la
capacité de génisses Prim’holstein a s’adapter au climat chaud (30 a 43 °C), ses
résultats montrent que pendant la premiére année, les donneuses n’ont pas

répondu de facon satisfaisante aux traitements de superovulation, passée cette
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période, la production d’embryons a augmenté pour atteindre une moyenne
d’embryons congelables supérieure a 5. Il conclue qu’une période d’environ un an
serait nécessaire pour I'adaptation des donneuses a leur nouvel environnement
climatigue. De plus, les profils hormonaux, observés aprés superovulation,
apparaissent différents chez des vaches exposées a un climat chaud et en
particulier, le pic de LH qui est retardé de 24 heures par rapport a l'injection de
prostaglandines ce qui peut conduire a utiliser un schéma d’inséminations

systématiques différent [103].

Cependant les études de l'effet saison sur la réponse a la superovulation
ont abouti & des résultats contradictoires. Contrairement & Shankar et al [104],
Kafi et McGowan [105] et [106] ont identifié une influence de la saison sur la
réponse a la superovulation. Tonhati et al [106] ont rapporté que le nombre
d’embryons transférables collectés était plus faible en hiver. Sous des climats
tempérés, les résultats varient peu en fonction de la saison [11]. Sous des
températures élevées, Benyei et al [107] ont comparé des génisses et des vaches
Holstein en lactation, lls ont un nombre d’embryons dégénérés et d’ovocytes
non fécondés plus élevé chez les vaches. De plus, les vaches avaient
significativement moins d’embryons de qualité 1 que les génisses. Selon Putney et
al [108] la différence entre vaches et génisses semblerait due & une incapacité
pour les vaches a maintenir une température corporelle normale a cause de leurs

besoins métaboliques de lactation.

2.5.2.2. Conduite de I’alimentation :

Les apports nutritionnels peuvent influer de fagcon complexe la reproduction
et a différents niveaux : axe hypothalamo-hypophysaire, ovaire et utérus [109].
Ainsi, croissance folliculaire et ovocytaire peuvent étre affectés par les conditions

alimentaires et I'équilibre énergétique [110].

Une suralimentation avant I'l|A (insémination artificielle) est défavorable a la
qualité des embryons produits aprés superovulation, imputé a une baisse du taux
plasmatique de progestérone avant 'ovulation [111] ; [109]; [110]. Gong et al [112]
ont observé qu’un apport alimentaire élevé (200% des besoins) pendant les trois
semaines précedant la superovulation, chez des génisses, augmentait le

recrutement des follicules ovariens, et aboutissait a significativement plus de corps
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jaunes que chez les animaux témoins recevant une ration couvrant 100 % des
besoins. Pour Landau et al [113], cet effet pourrait s’expliquer par une
amelioration de la qualité des ovocytes par augmentation de la concentration
d’insuline circulante, mais aussi de I'environnement des follicules et en particulier

leur contenu en insuline et en glucose.

Un excés d'apports nutritionnels a long terme avant la collecte des
embryons peut aussi présenter des effets défavorables [114] ; [115] ; [116] ; [110].
Mantovani et al [114] ont testé chez des génisses a viande, trois régimes
alimentaires couvrant 110, 135 et 150% des besoins. Les résultats une chute
significative du nombre d’embryons congelables inversement proportionnelle aux
niveaux des apports. L'excés d’apport énergétique est apparu comme le facteur le
plus important influencant négativement la réponse ovarienne et la production

d’embryons transférables [117].

De méme que I'excés d’apport la restriction alimentaire parait étre néfaste.
Une sous-alimentation avant [linsémination augmenterait le taux de
développement blastocytaire chez les bovins selon O’Callaghan et Boland [109].
Ainsi, Dunne et al [118], ont mis en évidence l'effet d’'une trés forte restriction
alimentaire (56% contre 140% des besoins énergétiques) juste aprés I'lA sur le

taux de survie embryonnaire (-30% du taux de survie).

La sous-alimentation a long terme diminue 'amplitude et la fréquence des
décharges de LH qui sont nécessaires a la croissance des follicules [119]. La
sous-alimentation inhiberait la sécrétion pulsatile de LH par une réduction de la

sécrétion de GnRH par I'hypothalamus.

2.5.2.3. Traitement de superovulation :

De nombreuses études se sont attachées a comparer les traitements
utilisant de la PMSG (pregnhant mare serum gonadotropin) ou de la FSH [11] ;
[105]. Une altération du développement folliculaire et de la maturation des
ovocytes a eté remarqué lorsque de la PMSG a été utilisée dans le programme de
superovulation [11]; [120] ; [105]. L’emploi de PMSG, provoquerait des aberrations

chromosomiques lors de la méiose [120]. Selon Nibart [11], les extraits
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hypophysaires (FSH) sont plus efficaces que la PMSG puisqu’on obtient en

moyenne plus d’embryons viables (5,0 contre 3,5).

Estrada et al [121] ont évalué la réponse des vaches suite a des traitements
de superovulation a base de 2 doses différentes de Folltropin (24 et 36 mg par
vache). lls n’ont pas une influence significative de la dose sur la réponse aux
traitements. Yaakub et al [122] ont observé meilleure réponse avec I'augmentation
des doses de pFSH sans que le nombre d’embryons transférables ne soit

différent.

L’utilisation d’anticorps anti-PMSG permet de réduire l'incidence des kystes
et de follicules pré-ovulatoires n’ayant pas ovulés le jour de I'ovulation [123] ; [124]
; [120]. Zeitoun et al [125] ont constaté une augmentation du nombre de corps

jaunes le jour de la collecte, sans amélioration des résultats de la récolte.

La pureté des préparations de gonadotrophines peut également étre a
I'origine de la variabilité des résultats. Ainsi, le rapport entre LH et FSH de la
préparation affecte la réponse [66]. En comparant I'efficacité de 2 préparations de
FSH (Folltropin Vetrepharm, Can. Inc., a faible teneur en LH, et Pluset, Serovet,
Rome, lItalie, avec un rapport FSH/LH = 1) sur des vaches allaitantes, ils ont
constaté une augmentation du nombre d’ovulation en faveur du Pluset mais en

revanche, une grande partie des ovocytes étaient non fécondés ou dégénérés

Un contenu trop élevé de LH aboutit généralement a une plus faible
réponse a la superovulation en race laitiere [126] ; [66] ou allaitante [127]. En effet,
un exces de LH peut provoquer une lutéinisation ou une ovulation prématurée des
follicules stimulés par la FSH. Touati [128] rapporte que les meilleurs résultats ont
été obtenus avec des rapports FSH/LH de 20% et 40%.

Plusieurs auteurs indiquent qu’une injection sous-cutanée unique de FSH
s’avére aussi efficace que des injections multiples intramusculaires [129] ; [130] ;
[131] ; [66]. Par contre Bungartz et Niemann [132] ont trouvé que le nombre
d’embryons transférables aprés superovulation était beaucoup plus faible lors
d’injections uniques. De méme, pour Kelly et al [66], chez des génisses, les
injections multiples de FSH permettent d’obtenir plus d’embryons congelables et

transférables.
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Lors du traitement avec pFSH en injections multiples, les meilleurs résultats
sont obtenus, d’aprés Nibart [11], pour une dose totale de 32 & 40 mg chez la
vache et de 28 mg chez la génisse. Suzuki et al [133] recommandent en injection
unique, une dose de 30 mg diluée dans la polyvinylpyrrolidone. Selon Breuel et al
[79], dans une étude menée chez des vaches allaitantes de 4 races différentes
(Simmental, Charolaise, Polled Hereford et Angus) dans 2 types d’élevage (en
station ou en ferme), les relations entre I'age, la dose de pFSH et la production

d’embryons totaux et d’'embryons transférables n’ont pas pu étre mis en évidence.

De nombreux essais avec de nouvelles préparations de pFSH et des
modifications dans les protocoles ont été réalisés en vue d’améliorer les résultats
de superovulation (pré-synchronisation par des progestagénes, préparation avec
de la FSH ou GnRH (gonadotrophine releasing hormone), utilisation de
préparations de FSH contenant différents niveaux de LH, utilisation de GnRH et
LH au début de l'cestrus [10]; [134]. Ces essais montrent une amélioration des
résultats des collectes d’embryons, mais le pourcentage d’embryons transférables
est souvent diminué avec une grande variabilité des résultats [134].

2.5.2.4. Stress et état sanitaire :

Tout stress avant et pendant le traitement de superovulation est néfaste
puisqu’il conduit a suppression de la décharge de LH et favoriser ainsi, soit la
formation de kystes ovariens, soit I'ovulation d’ovocytes de mauvaise qualité [11].
Les maladies métaboliques (syndrome vitulaire, affections hépatiques)
retentissent de maniere négative sur la fonction ovarienne et la production
d’embryons. Le taux de collecte et le nombre d’embryons viables sont inférieurs
chez les vaches présentant des métrites [11]; [105], ceci est d0 a leur effet sur
'ovaire et 'axe hypothalamo-hypophysaire [135]. Les vaches infertiles a chaleurs
normales produiraient autant d’embryons mais de qualité inférieure par rapport
aux vaches fertiles [11], avec un nombre plus élevé d’ovocytes non fécondés. Les
mammites auraient un effet inhibiteur sur la sécrétion des gonadotrophines par
augmentation des niveaux de cortisol [136]. L’hyperthermie engendrée par
diverses affections peut avoir un effet négatif sur le développement des embryons

[105]. Les vaches présentant des maladies infectieuses telles que la BVD (Bovine
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Viral Diarrhea) ou I'IBR (rhinotrachéite infectieuse bovine) donnerait moins de

corps jaunes et un faible nombre d’embryons transférable.
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CHAPITRE 3 : PRODUCTION D’EMBRYONS ET STATUT ENERGETIQUE

3.1. Introduction

Sur les trente derniéres années, I'augmentation de la production laitiere
individuelle a été accompagnée d’une baisse de la fertilité des femelles hautes
productrices. Le statut nutritionnel et la balance énergétique ont une influence
majeure sur la fertilité notamment au cours du péripartum. Quand I'apport
énergétique dans la ration est insuffisant, les animaux puisent I'énergie dans leurs
réserves pour la production laitiere. Des vaches laitieres hautes productrices
peuvent avoir une balance énergétique négative pendant 20 semaines post-
partum. Ceci est associé a un intervalle vélage-premiere ovulation allongé, une
grande proportion de cycles anormaux et une diminution du taux de conception
[137]. La balance énergétique négative se traduit par des augmentations des
concentrations sanguines en acides gras non estérifiés (AGNE) et en B-
hydroxybutyrate (BHB). Ces taux indiquent une mobilisation des réserves et sont
directement ou indirectement associées a la fertilité. En plus de 'augmentation de
ces taux, le déficit énergétique se traduit aussi par une perturbation de la glycémie
et I'insulinémie. Or le glucose et I'insuline influencent directement la fonction de
reproduction avec des actions sur le cerveau, les ovaires et le tractus génital
[138]. C’est pourquoi avant de mettre en place un protocole de superovulation sur
une femelle, il peut étre utile d’en évaluer le statut énergétique et d’en faire un

élément discriminatoire.

3.2. Balance énergétique

L’énergie joue un réle déterminant dans la reproduction de la vache laitiere,
la perte de poids durant les périodes physiologiques critiques doit étre contrblée et
maintenu & des niveaux acceptables a travers une bonne stratégie alimentaire.
L’énergie est l'aspect le plus difficile a gérer, car les glucides représentent en

moyenne 70% de la ration chez la vache laitiére.

Chez la vache laitiére, le bilan énergétique correspond a la différence entre
les apports énergétiques alimentaires et les dépenses consenties pour I'entretien

et la production laitiere. Du fait d'une consommation alimentaire plus faible au
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début de la période postpartum, une vache laitiere en production connait
généralement une période variable de bilan énergétique négatif au début de la
lactation caractérisée par une perte de poids et une mobilisation des réserves de
graisse corporelle. Un bilan énergétique négatif peut persister pendant 10 a 12
semaines de lactation [139]. Le niveau de déficit énergétique est souvent
directement lié a la production de lait [140]. Un rendement élevé en lait a été
associé a une efficacité de reproduction inférieure. Sur une étude qui a concerné
4550 troupeaux de vaches Holstein, Nebel et McGilliard [141] ont montré une
relation inverse entre le taux de conception en premiére insémination et le
rendement laitier annuel par vache. Cependant, malgré la relation négative
apparente entre le taux de conception et la production laitiere, les mesures des
performances de reproduction, dans plusieurs études, ont été plus étroitement
corrélé au bilan énergétique qu’au niveau de production laitiere [142]. Staples et
al. [143] ont signalé une production laitiere diminuée, un apport alimentaire faible
et un bilan énergétique négatif chez les vaches laitiéres en ancestrus par rapport a
celles qui ont repris une activité ovarienne cyclique avant le 60°™ jour post
partum. De plus, la variation du bilan énergétique parmi les vaches d’un troupeau
est due en grande partie a la variation des apports énergétiques par rapport a la
production laitiere [144], et [lutilisation accrue des réserves énergétiques
corporelles pour la production de lait a été associée a un retard de la reprise de

I'activité ovarienne cyclique [143].

Les vaches laitieres peuvent s'adapter a une carence énergétique par
la mobilisation des réserves corporelles. La mobilisation des lipides est définie
comme un déséquilibre entre la lipogenese et la lipolyse dans le tissu adipeux.
Une série de changements hormonaux de linsuline plasmatique, des
catécholamines, de I'normone de croissance et des glucocorticoides favorise
la lipolyse. Lors de la lipolyse, plusieurs lipases vont cataboliser les triglycérols
en glycerols et en NEFAs (non esterified fatty acide) [145]. Un pic de la
concentration de triacylglycerols a été observé 7 a 13 jours apres le vélage et
diminue progressivement par la suite [146]. Les NEFAs plasmatiques sont
principalement composeés d'acides gras saturés, dont le palmitate, le stéarate et
de l'acide oléique. Les NEFAs sont absorbés par le foie. lIs vont étre transformés

en énergie métabolisable ce qui permet au glucose d'étre utilisé pour la croissance
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du foetus et la synthése du lactose. Les NEFAs peuvent étre oxydés en dioxyde
de carbone afin de fournir de I'énergie ou étre partiellement oxydés afin de
produire des corps ceétonigues ou de l'acétate. Le BHBA est la forme
prédominante de corps cétoniques dans le sang et sa concentration est un indice
de l'oxydation des acides gras. L'oxydation des acides gras permet de maintenir la
glycémie en dépit de la concentration élevée de glucose circulante. Au moins 30%
des vaches laitieres vont souffrir temporairement d'une acétonémie sub-clinique
dans les premiers mois de lactation [147]. Chez les vaches laitieres, une stéatose
hépatique est presque toujours liée a une mobilisation intense des lipides. Une
stéatose hépatique est une accumulation de lipides dans le cytoplasme des
cellules non adipeuses qui induit une lipotoxicité. L'excés de lipides est stocké
sous forme de triglycérides dans le foie et est associé a une l'altération des
fonctions métaboliques du foie [148]. Elle est généralement précédée par des
concentrations €levées des NEFAs dans le plasma.

3.3. Marqueurs du Statut énergétique :

Le statut énergétique d’'un animal n’est pas facile a apprécier. L’estimation
de la valeur énergétique de la ration n’est pas suffisante car les quantités ingérées
varient beaucoup entre les individus. La notation de I'état corporel, qui évalue
I'état d’engraissement superficiel, est la méthode indirecte la plus couramment
employée. Elle présente l'avantage d'étre peu colteuse et rapide. Son
interprétation est moins sujette a caution que celle de la pesée, rendue délicate
par les variations de poids des réservoirs digestifs et utérins [149]. Cette technique

est complémentaire des dosages biochimiques.

3.3.1. La note d’état corporelle (BCS) :

La couverture graisseuse de 4 points anatomiques postérieurs (base de la
qgueue, tubérosité ischiatique, détroit caudal, ligne du dos) et de 2 points latéraux
(pointe de la hanche, apophyses transverses et épineuses) est évaluée
visuellement grace a des grilles de notation [150]. A chaque critere anatomique
est attribuée une note de 0 (vache cachectique) a 5 (vache trés grasse), la
moyenne de ces 6 notes donne une note globale, dont la précision est évaluée
au demi-point. Un point de note correspond a environ 20-25 kg de lipides chez
un animal de 600 kg.
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L’inconvénient de cette technique est sa subjectivité, qui peut étre plus ou
moins maitrisée grace a des critéres de notation trés précis, un nombre restreint
de personnes effectuant ces notations, et la répétition de ces notations. La
répétabilité¢ de la notation (corrélation entre les notes attribuées a un méme
animal par une méme personne au cours de différents tests) atteint 82% et la
reproductibilité (corrélation entre la note mise par plusieurs juges au cours d’'un
méme test 79% [151]. La notation d’état corporel est donc un outil de choix en
raison de son faible colt et sa facilité de mise en ceuvre, cette technique bien

maitrisée permet une estimation fiable de I'état d’engraissement [152].

Une vache multipare haute productrice doit véler avec une note d’'état
corporel de 3.5 - 4, puis perdre environ 0.5 point dans les 30 jours suivant le
vélage, se stabiliser a 2.5-3 pendant les trois premiers mois de lactation puis
reprendre de I'état a partir de 12-14 semaines post partum. Une vache doit rester
a 3 pendant la majeure partie de sa lactation, puis engraisser en fin de lactation,
de maniére a atteindre la note 3.5-4 avant son tarissement. Sur 'ensemble d’'un
troupeau, la perte d’état corporelle en période post-partum ne doit pas excéder un
point [153].

note (0-5)

S T I

jours post partum

|— - - — Primipares Multipares |

Figure 3.1 : Evolution théorique de la note d’'état corporel chez les vaches

laitieres primipares et multipares [154]
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3.3.2. Mesure de I’épaisseur de la graisse

En raison d’une forte corrélation entre la graisse sous-cutanée et la graisse
corporelle totale, la profondeur de la graisse est un bon indicateur des réserves
adipeuses [155]. L'utilisation de I'échographie a été cité par plusieurs études
comme alternative ou méthode indirecte d’estimer le BCS [156]; [157].; [158];
[159]; [160]; [161]; [162]; [163]; [164]; [165]. Dans un article de synthese, Schréder
et Staufenbiel [165] ont démontré l'efficacité des mesures I'épaisseur du gras
dorsal par ultrasons comme un moyen d'évaluer réserves corporelles. Parce qu'il
a le plus grand dép6t de tissu adipeux et une forte corrélation avec teneur totale
en graisse corporelle, la région sacrale est le site optimal pour I'examen
échographique de I'épaisseur du gras dorsale. En supposant que I'un BCS (body
condition score) est équivalent a 50 kg de graisse corporelle, et une variation de 1
mm de |'épaisseur du gras dorsal est équivalente a 5 kg de la graisse corporelle
totale, ces auteurs ont supposé que une unité BCS correspond a environ 10 mm

d’épaisseur de gras dorsal Schroder et Staufenbiel [165].

3.3.3. Les acides gras non estérifiés (AGNE) :

Les AGNE constituent la principale source d’acides gras. lls proviennent
de la mobilisation des graisses de réserves. La lipolyse est activée par
'adrénaline, dont I'effet est potentialisé par I'hormone de croissance en fin de
gestation et en début de lactation. La lipogenése quant a elle, est stimulée par
I'insuline [166]. Les valeurs plasmatiques usuelles des AGNE sont de 3 -10 mg/dl
(< 0.6 mmol/l) [167] ; [168]. Lorsque le bilan énergétique de I'organisme est positif
ou nul ou aprés la prise alimentaire, la concentration plasmatique d’AGNE est
faible (0.35 a 0.50 mmol/l).

A jeun ou quand le bilan énergétique devient négatif, elle augmente
considérablement [166]. La corrélation entre les AGNE et les apports en UFL est
forte et négative: plus la ration est pauvre en énergie, plus la concentration
d’AGNE circulants est élevée [169]. La concentration plasmatique en AGNE est
soumise a de nombreux facteurs de variation (rythme circadien, stress, prise
alimentaire), mais elle est un bon indicateur de I'accumulation des triglycérides

dans le foie. Elle augmente a partir de 2 - 3 semaines avant le vélage jusqu’a la fin
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du premier mois de lactation, se stabilise vers 6-8 semaines post partum, puis
décroit [170].

Chez la vache, les sources principales de glucides sont les fibres, I'amidon
et les sucres solubles. Chez la vache, les sources de glucides de la ration
alimentaire vont se transformer en acides gras volatils grace a la fermentation
ruminale. Les principaux acides gras volatils produits sont I'acétate, le propionate
et le butyrate. Les composantes de la ration alimentaire qui ne sont pas
dégradées par la flore microbienne dans le rumen sont digérées et absorbées par
I'intestin afin de fournir des éléments nutritifs lipogéniques ou glycogéniques.
L'acétate et le butyrate sont des composés a nombre pair de carbones et sont
considérés comme des nutriments lipogéniques. Le propionate est un composé
a trois carbones et est considéré comme un nutriment glycogénique [171]. Il est la
principale source de glucose de la ration alimentaire, le proprionate peut se

transformer en oxaloacétate.

L'acétylcoenzyme A, un composé lipogénique et ['oxaloacétate, un
composé glycogénique vont se transformer en citrate. Le citrate va entrer dans le
cycle de Krebs afin de donner de I'ATP (adénosine triphosphate) a 'organisme.
Le cycle de Krebs est la voie métabolique la plus efficace en production d'énergie.
De plus, le cycle de Krebs donne le substrat nécessaire a la néoglucogenese. En
début de lactation, l'apport en énergie est plus faible que les besoins
énergétiques. Le bilan énergétique négatif se traduit par une mobilisation des
réserves corporelles. Les réserves corporelles sont principalement composées
de lipides, une source de nutriments lipogénigues. La mobilisation des lipides se
traduit par une augmentation de la concentration plasmatique d'acide gras non
estérifié¢ (NEFA). Les NEFA peuvent s'oxyder et se transformer en acétyle-
coenzyme-A. La forte production de lait en début de lactation nécessite une forte
production de lactose. Une augmentation de I'apport de nutriments glycogéniques
et une concentration réduite d'insuline permettent la synthése d'une grande
quantité de lactose. Chez la vache ayant un déficit énergétique, les nutriments
lipogéniques sont utilisés pour la production de l'acétylcoenzyme-A et les
nutriments glycogéniques sont utilisés pour la synthése du lactose. Quand le ratio
d'oxaloacétate et d'acétylcoenzyme-A est déséquilibré. 1l induit une baisse de la
production d'ATP. L'acétylcoenzyme-A en surplus va induire la synthese de
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cétones, d'acétone, d'acétoacétate et du B-hydroxy-butyrate (BHB). Une forte
production de ces composés peut entrainer une acétonémie L'excés de nutriments
lipogéniques va étre estérifié ou étre entreposé dans le foie sous la forme d'acides

gras tels que les triacylglycérides [171].

3.3.4. Les corps cétoniques :

Ce terme regroupe les acides acéto-acétique (AA), B-hydroxy-butyrique
(BHB) et l'acétone (Ac). lls se forment essentiellement a partir de I'acétyl-
coenzyme-A (Ac-CoA), d’origines diverses [171]. D’'une part, 'Ac-CoA provient
d’aliments conduisant essentiellement a la production d’AGV en C2 (foins,
ensilage d’herbe) et C4 (betterave, mais). Dans un contexte physiologique, les
corps cétoniques sont principalement d’origine alimentaire et synthétisés dans la
paroi du rumen. Le BHB est le composé le plus abondant [172]. D’autre part, 'Ac-
Co A est une plaque tournante du métabolisme intermédiaire. Il intervient dans
la mobilisation lipidique et la B-oxydation des AGNE. Il peut résulter de la
désamination d’acides aminés glucoformateurs (glycine, sérine, alanine) ou
cétogenes (leucine, tryptophane, tyrosine, phénylalanine). Il peut étre produit a
partir du pyruvate, d’origine glucidique [168]. Les corps cétoniques sont alors
essentiellement synthétisés au niveau du foie, des reins, de la mamelle. Cette
voie «endogene» produit surtout de I'AA (acéto-acétique acétique). La régulation
de la production des corps cétoniques est liee au taux d’AGNE : si celui-ci
augmente (lipomobilisation), la cétogenése est activée. Ensuite, les corps
cétoniques sont transportés vers les tissus (surtout les muscles), pour étre utilisés
comme substrats énergétiques, ou vers la mamelle et les reins, pour étre excrétés
dans le lait et l'urine. lls contribuent aux besoins énergétiques liés a I'entretien a
hauteur de 7 a 12%, ce pourcentage augmente en cas de lactation et de gestation
[173]. Chez des animaux cliniguement sains, la concentration sanguine en corps
cétoniques est inférieure a 10 mg/100ml (1 mmol/l) : 0.5 mg/100 ml pour I'AA, 4
mg/100 ml (< 0.8 mmol/l) pour le BHB, traces d’acétone [168]. La concentration du
BHB est trés dépendante du moment du repas, d’'ou la difficulté de fixer des
valeurs plasmatiques «normales ». L’AA est moins soumis aux variations diurnes
mais plus difficile a doser en routine. Les corps cétoniques augmentent pendant
le premier mois de lactation, puis diminuent. En début de lactation, le BHB est

corrélé négativement au bilan énergétique.
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3.3.5. Glycémie:

Le glucose est une molécule indispensable aux meétabolismes énergétique
cellulaire, lipidique, foetal, et a la production laitiére (synthése de lactose) [174].
Chez les ruminants, l'essentiel du glucose sanguin provient de syntheses
endogenes. La néoglucogenese fournit 93% du glucose utilisé : le foie en
synthétise 85% et les reins 8%, a partir de substrats tels que le propionate, les
acides aminés glucoformateurs, le glycérol et le lactate. Le propionate, acide gras
volatile synthétisé exclusivement dans le rumen, fournit 30 & 55% du glucose. Les
proportions d’acétate, de propionate et de butyrate sont respectivement de 70, 20
et 10 % avec une ration a base de foin. Le pourcentage de propionate augmente
avec la teneur en amidon. Les acides aminés glucoformateurs fournissent, apres
désamination, 25% du glucose [168]. L’alimentation n’apporte que 7% du glucose
utilisé par l'organisme, via des glucides échappant aux fermentations ruminales
(amidon du mais et de la pomme de terre, glucides de I'herbe jeune), qui
s’ajoutent a 'amidon bactérien et au glycogéne des protozoaires. Néanmoins, la
glycémie dépend de la qualité et de la quantité des apports alimentaires, qui
fournissent les substrats glycogéniques, ainsi que du moment de la prise
alimentaire, car la néoglucogenese est maximale aprés les repas [172]. La
glycémie d’'une vache en début de lactation est de 0.40-0.55 g/l (2.2-3.05 mmol/l).
En dehors de cette période, elle varie de 0.60 a 0.70 g/l (3.3-3.9 mmol/l).
Physiologiguement, elle est maximale au vélage, diminue pendant les deux
premiers mois post partum, puis croit au cours de la lactation [175]. Elle augmente
apres les repas, mais ses variations diurnes sont moins marquées que celles des
AGNE ou du BHB. Les primipares ont une glycémie 10% plus élevée que les
multipares [176]. Cependant, le métabolisme du glucose est tres fortement
régulé, pour maintenir la glycémie constante. Lors d’apports alimentaires
déficitaires en substrats glucogéniques, l'organisme mobilise ses réserves
lipidiques et glycogéniques. Aussi, en raison de son homéostasie, certains auteurs
considérent la glycémie comme un indicateur peu sensible du statut énergétique
[177]; [178]. Par contre, Doreau et al. [168] relient de fagcon positive la glycémie
au bilan énergétique pendant les six premieres semaines de lactation. La relation

entre la glycémie et la fertilité est également tres controversée. Il semblerait que
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la glycémie soit associée a de l'infertilité quand elle est trés nettement en dessous
de ses valeurs usuelles [175].

3.3.6. Insuline:

L’insuline, hormone pancréatique hypoglycémiante et lipogénique, joue un
role primordial dans le post-partum. Sa sécrétion, trés faible en début de lactation,
augmente avec le niveau énergétique de la ration, notamment avec le taux
d’amidon : elle est activée par le propionate. En fin de lactation, le bilan
énergétique positif, associé a une hyperglycémie et a un rapport C2/C3 ruminal
bas, stimule la sécrétion d’'insuline : on observe alors une hyper-insulinémie qui
favorise I'engraissement [174]. Pour Kaneko et al. [179] et Grimard et al. [180], les
valeurs physiologiques de I'insulinémie sont de l'ordre de 0-5 pUl/ml. Chilliard et
al. [181] notent des insulinémies d’environ 11 pUl/ml avant repas et 25 pUl/ml
apres repas chez des vaches nourries selon les recommandations. En cas de
sous-alimentation, l'insulinémie est de 2 pUl/ml avant repas et de 18 pUl/ml apres
repas. McCann [182] observe des concentrations en insuline de 11 pUl/ml chez
des vaches en cestrus, de 7 yUl/ml chez des vaches en dioestrus et de 10 pUl/ml
2 semaines avant la mise-bas. La divergence des données entre les auteurs peut
donc étre expliquée par le niveau énergétiqgue de la ration recue par les vaches
prélevées, le moment du préléevement par rapport au repas et le stade
physiologique de l'animal. Les IGF ou Insulin-like Growth Factors sont des
facteurs de croissance synthétisés par le foie sous linfluence de la GH. Leur

sécrétion est corrélée de facon positive au bilan énergétique [183].

3.3.7. Cholestérol :

Le cholestérol, stérol le plus abondant dans les tissus animaux, est la
source de la plupart des stéroides. L'effet de I'apport alimentaire sur la
cholestérolémie est variable selon les auteurs. Kronfeld et al. [177] considérent la
concentration sérique en cholestérol comme [lindicateur des variations
alimentaires le plus fiable parmi 17 parametres sanguins étudiés : la
cholestérolémie est hautement corrélée aux divers apports alimentaires (énergie
nette, protéines brutes, Ca, P), mais de facon négative : la cholestérolémie
augmente quand l'apport énergétique diminue. Cependant, Ruegg et al. [184]

constatent que la cholestérolémie est inversement corrélée a la perte d’état post
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partum : plus le déficit énergétique est important, plus la cholestérolémie est
faible. Les teneurs plasmatiques en cholestérol augmentent lorsque la ration est

riche en matieres grasses [185].

Cependant, le cholestérol est le paramétre sanguin qui varie le plus en
fonction des conditions de prélevements (année, mois, heure, lieu, délai vélage-
prise de sang), de I'age de I'animal (hnuméro de lactation), de la production laitiére
(quantité, TB) [186]. La cholestérolémie est soumise a d’importantes variations
diurnes. Elle est plus élevée chez les vaches en 2°™ |actation par rapport aux
autres rangs de lactation [176]. Elle commence a diminuer un mois avant vélage,
et ce, jusqu’a 4 jours post partum, puis elle augmente au cours des 3 mois
suivants. Elle est positivement corrélée a la production laitiére au cours des 100
premiers jours de lactation [184]. Les valeurs sanguines usuelles sont de 80-130
mg/dl (1.3-3.8 mmol/l) pour le cholestérol total, 22-52 mg/dl (0.57-1.3 mmol/l) pour
le cholestérol libre, 58-88 mg/dl (1.5-2.3 mmol/l) pour le cholestérol estérifié [168].

3.3.8. Les marqueurs hépatiqgues

Le foie est 'organe central du métabolisme des nutriments. |l assure le
maintien de I'homéostasie du glucose via l'anabolisme et le catabolisme du
glycogene, des lipides et des acides aminés glucoformateurs. Il synthétise les
protéines plasmatiques a partir des acides aminés issus de la digestion. Il détoxifie
les xénobiotiques et les catabolites non tolérés par I'organisme (NH3). Il intervient
dans la digestion des substances lipidiques (bile), dans leur transport
(lipoprotéines) et leur stockage (triglycérides) [166]. Un dysfonctionnement
hépatique peut étre préjudiciable a I'utilisation optimale de la ration et provoquer
des déséquilibres nutritionnels altérant toutes les fonctions organiques, dont la
reproduction. Une ration déséquilibrée peut provoquer des désordres hépatiques
préjudiciables a la fertilité [186]. Pour évaluer lintégrité et le fonctionnement
hépatique, des enzymes sériques présentes dans le foie a des concentrations
importantes sont dosées. Lors de troubles hépatocellulaires ou choléstatiques, ces
enzymes sont relarguées massivement par le foie et passent dans le sang. En cas
de nécrose hépatique, l'activité des enzymes suivantes augmente : alanine
aminotransférase (ALAT), aspartate aminotransférase (ASAT), ornithine

carbamoyltransférase (OCT), glutamic déshydrogénase (GLDH), sorbitol
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déshydrogénase (SDH), arginase. L’augmentation de l'activité des phosphatases
alkalines (PAL), des gammaglutamyl transférases (GGT) et des nucléotidases
signe une cholestase. Les GLDH et les GGT sont des marqueurs spécifiques
du foie chez les ruminants. L'activité de la GLDH sérique chez un bovin sain est
d'environ 5 a 11 Ul/l. La GGT présente une activité de 12 a 18 Ul/l environ [179].

3.4. Balance énergétique et production d’embryons :

Plusieurs études montrent une relation entre le BCS et la production
d’'ovocytes : les vaches en mauvais état corporel présentaient moins d’ovocytes
normaux que celles en meilleur état [187] ; [188]. Les meilleures réponses a la
superovulation sont obtenues chez les femelles en bon état général. Ceci
s’explique par le fait que les vaches maigres ont souvent une fonction ovarienne
défectueuse. Certaines équipes de transfert embryonnaire ne démarrent un
traitement de superovulation chez les vaches a «haute production laitiere», que
lorsque celles-ci ne sont plus en courbe négative de poids corporel [11]. Dans une
étude menée chez des vaches Montbéliardes, Delacharlerie [189] a montré que
I'état corporel des vaches était lié de fagon significative a la production
d’embryons transférables, les meilleures donneuses étant les vaches en bon état
(note d’état =3) par rapport aux vaches en état moyen (note d’état <3). Les
résultats faibles des donneuses en état moyen s’expliquaient selon lui, par une
proportion importante de réponses tres faibles (0 ou 1 embryons transférables) au

traitement de superovulation.

Parce que les changements dans les réserves d'énergie ont une influence
importante sur la productivité¢ des vaches, la santé et la production, il est
clairement nécessaire de surveiller I'état des réserves corporelles chez les vaches
laitieres. Maltz et al. [190] ont démontré que les changements de poids corporel
pourraient étre utilisés pour la détection précoce de certains problémes de santé

et comme un composant dans un systeme automatique de détection des chaleurs.

Cependant, les changements dans poids corporel sont influencés par des
facteurs autres que les changements dans la quantité de graisse corporelle, y
compris les changements dans la protéine interne et eau, contenu gastro-
intestinal, modification du poids des organes, développement fcetal ment et la

taille du cadre [191]; [156]; [165]. Un systeme idéal quantifierait la quantité réelle
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des graisses de l'animal et détecterait leurs changements. Des facteurs
métaboliques et hormonaux peuvent étre utilisés pour évaluer le bilan énergétique
de maniere rapide, tel que les AGNE, la créatinine, aloumine, BHBA, hormone de
croissance, diverses enzymes, glucose, cholestérol, urée, insuline, IGF-1, les

hormones thyroidiennes et lactose [165].

Pour le choix des vaches donneuses il est indispensable de controler la
note d’état corporel (NEC) au vélage et trois semaines plus tard. En effet, la NEC
est importante a évaluer autour du vélage car elle permet de prédire, en patrtie,
une reprise de cyclicité retardée ou non. Une NEC trop élevée ou trop basse avant
le vélage peut étre délétere, la NEC idéale au vélage étant de 3,5 [138]. De plus, il
faut aussi estimer la NEC apres le vélage afin de voir s’il y a une perte d’état et la
quantifier. En effet, il a été démontré que les vaches avec la plus grosse perte
d’état entre le vélage et dix semaines post-partum ont le plus grand nombre
d’embryons dégénérés et les taux d’embryons viables les plus bas. Ainsi, il est
conseillé de réaliser un contrble de la NEC trois semaines apres le vélage sur les
animaux a forte production laitiere. Ce contréle permettra d’estimer I'efficacité d’un
traitement de superovulation sur ces animaux. La perte de points de NEC ne doit

pas dépasser 1,5 [192].

Plusieurs chercheurs suspectent que les changements métaboliques liés a
la mobilisation des réserves tissulaires en période post-partum seraient la cause
des problemes de fertilité. Un bilan énergétique négatif modifie les métabolites
sanguins dans le liquide folliculaire et peut causer des dommages a l'ovocyte
bovin [193]. In vitro, des concentrations élevées de NEFAs entravent la maturation
de l'ovocyte et la compétence au développement embryonnaire [194]. De plus, les
problémes métaboliques tels que la stéatose hépatique et I'acétonémie, méme
légere, sont associés a des problemes de santé et une diminution des
performances de reproduction chez les vaches laitieres [195]. Chez les vaches
multipares, une concentration élevée de NEFAs, a moins d'une semaine avant le
vélage, a été associée a une probabilité accrue d'endométrite [196]. Les
changements métaboliques semblent affecter la qualité de I'ovule ainsi que le lieu

d'implantation de I'embryon.
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CHAPITRE 4 : INVENTAIRE DES RESULTATS DES RECOLTES
D’EMBRYONS EN ALGERIE DURANT LA PERIODE D’ETUDE CHEZ LES
VACHES AMELIOREES

4.1. Introduction :

A l'augmentation des besoins en lait de la population en Algérie s’oppose
une production décroissante liee a des facteurs zootechnique (alimentation), mais
aussi une baisse de la fertilité. La production d’embryons peut étre une alternative
intéressante et une méthode de sélection plus efficace. Elle permet aussi de
multiplier le potentiel génétique des vaches hautes productrices en multipliant
leurs produits. Une donneuse peut produire une moyenne de 5 embryons par
récolte qui donneront une fois transférés des produits avec le méme potentiel

génétigue sans influence de la receveuse.

L’objectif de ce chapitre est de faire I'inventaire de la production d’embryons
réalisée par notre équipe de recherche affiliée au laboratoire des biotechnologies
de la reproduction animale de l'université de Blida (LBRA), durant la période
d’étude étude, seule équipe a faire des récoltes d’embryons dans les races
bovines améliorées. Les résultats nous permettront de faire un état des lieux de la

technigue en Algérie et de se positionner par rapport a ce qui se fait par ailleurs.

4.2. Matériel et méthode :

4.2.1. Lieu et période de I'expérimentation :

Notre travail s’est déroulé entre 'année 2010 et 2018, la période de I'année
(saison) a été imposé par des impératif du terrain, notamment la disponibilité de
vaches non gestante, répondant aux criteres physiologiques, et sanitaire que

nous avons mis en place.

Les récoltes ont été réalisées dans quelques régions du centre de I'Algérie,
a savoir les wilayas de Blida, Alger, Tipaza et Médéa. Les fermes bovines
appartiennes au secteur étatique et privé et sont toutes a vocation laitiere, elles se

distribuent comme suite :

¢ Au niveau de la station expérimentale de I'université de Blida,



52

e au niveau de la station du centre national d’'insémination artificielle et
d’amélioration génétique de Baba Ali (Alger).

e au niveau d’'une ferme privée de la région de la Chiffa (wilaya de Blida), au
niveau de la ferme pilote Dhaoui a Ouamri (Médéa)

e et au niveau de la ferme privée « Lahiani » dans la région de H'tatba
(Tipaza).

4.2.2. Animaux :

Les vaches donneuses proviennent des différentes fermes citées, elles sont
de races diverses, principalement mixte (montbéliarde et flekvieh) et laitiere
(Holstein), agées de 4 a 8 ans et présentent un état d’embonpoint variant de 2.5 a
4. Leur alimentation est composée de ration a base de fourrage sec la majorité de
'année, voir toute I'année (ferme expérimentale de l'université de Blida), avec
quelque apports de fourrages vert, essentiellement du tréfle fourrager et du
sorgho, cette ration est supplémentée d’aliment concentré a base de céréales et
de compléments minéralo-vitaminés. Les donneuses utilisées ont toutes dépassé

les 70 jours postpartum et ne présentent aucune pathologie gynécologique.

4.2.3. Matériel de récolte :

Les récoltes ont été réalisées a I'aide d’'une sonde Type Folley a deux voies
dont une est destinée a gonfler le ballonnet qui permet de fixer la sonde a
I'intérieur de la corne utérine. Un mandrin métallique servira a donner une rigidité
a la sonde afin de lui permettre le passage du col utérin. Le rincage des cornes
utérines est réalisé grace a une solution de tampon phosphate (PBS) (Euroflush
IMV technologies, l'aigle France). Une fois récoltés les embryons sont dans une
solution nutritive puis dans un milieu de congélation a base d’éthylene glycol. Un
microscope inversé (Hund, GmbH, Germany) et une loupe binoculaire serviront a
la recherche des embryons dans le liquide de ringcage des cornes. Des boites de
pétri quadrillées, des petite boites rondes de 30 mm, des seringues de différents
volumes, des paillette de 0.25 et 0.5 ml ont été utilisées a différentes étapes de la

récolte.
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4.2.4. Hormones et médicaments :

La superovulation a été realisée en utilisant des extraits hypophysaires
porcins dosés a 50 Unité Armour (UA) avec un rapport FSH/LH de 20 %
(STIMUFOL, Reprobiol SPRL — Belgique) et 40 UA (Solution non commerciale
destiné a la recherche, Ulg, Belgique) avec un rapport FSH/LH de 40% (1 unité
Armour est égale & 10 mg de FSH). Une prostaglandine (Enzaprost® T, Ceva,
France) a servi a induire la lutéolyse a différentes étapes, de la lidocaine a
'anesthésie épidurale et des antibiotiques en prévention des infections apres les
récoltes, ont été également utilisés. Des dispositifs a base de progestérone
(PRID® DELTA, Ceva, France) ont été utilisés chez certaines vaches pour la

synchronisation.

4.2.5. Traitement de superovulation :

Aprés un suivi rigoureux des chaleurs, toutes les vaches ayant présenté
trois chaleurs successives et a intervalles réguliers et un corps jaune palpé par
voie rectale 10 a 11 jours aprés une chaleur de référence, ont été préparées pour
la superovulation. Toutes les donneuses ont subi un traitement de superovulation
de quatre jours, avec une dose totale de 40 a 50 UA (en fonction de la solution
utilisée). Les injections biquotidiennes de pFSH a doses décroissantes ont été
réalisées dans le muscle au niveau de I'encolure a des intervalles de temps fixes
(Figure 4.1). Chez toutes les vaches une injection de prostaglandine en
intramusculaire a été réalisée au troisieme jour du traitement de superovulation.
Au cinquieme jour du traitement les vaches ont été inséminées deux fois a douze

heures d’intervalle.

Chaleurs
de références FSH (J0aJ4) IA(J5) Récolte (J12)
Lo WU
—>

P

Figure 4.1 : protocole de superovulation
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4.2.6. Récolte:

Les récoltes ont été réalisées par voie cervicale entre six et sept jours apres
insémination. Avant chaque récolte une palpation des ovaires par voie rectale
permet d’évaluer le nombre de corps jaune, et éventuellement détecter la
présence de kystes ovariens. Le rectum est ensuite vidangé des matiéres fécales
afin de faciliter la manipulation de l'utérus a travers la paroi rectale et éviter de

contaminer la sonde de récolte.

Aprés nettoyage du périnée, la main gauche est placée dans le rectum
pendant que la droite introduit la sonde de récolte munie du mandrin métallique et
d’'une chemise sanitaire a travers les lévres vulvaires. Une fois arrivée a l'entrée
du col, la chemise sanitaire est retirée et la sonde est introduite a travers le col de
maniere progressive en évitant de le léser. A I'entrée de la corne utérine le
mandrin est retiré progressivement en méme temps que la sonde progresse. Le
ballonnet est ensuite gonflé avec de l'aire (0 a 15 ml en fonction de la taille de la
corne) pour vérifier sa position (idéalement 3 a 4 doigts de la bifurcation) et la fixer

au niveau de la corne (figure 4.2).

Lorsque la sonde est en place le rincage de la corne peut commencer en
introduisant le PBS (tiede) grace a une seringue de 50 ml, avec des quantités
croissante (2x 20 ml, 2x30ml, 2x40ml, 1x50ml, 1x2ml + 30ml d’air) a chaque fois
le liquide et récupéré et mis dans un flacon en verre. La méme opération est
réalisée sur la corne opposée. Enfin une injection de prostaglandine est réalisé
pour provoques la lyse du corps jaune et le retour en chaleur de la donneuse.
Toutes les donneuses regoivent une dose d’antibiotiques par voie intra-utérine ou

générale.

Le liquide ainsi récupéré est transporté au laboratoire ou sur une paillasse
de fortune aménagée (en ferme privée), il est déposé quelques minutes pour
permettre la décantation. Un siphonage du surnageant est réalisé en maintenant
un débit trés faible pour éviter d’aspirer les embryons. Le liquide restant au fond
(avec les embryons) est mis dans des boites de pétri quadrillées et observées

sous une loupe ou un microscope inversée pour la recherche des embryons.
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Chaque embryon retrouvé et aspiré et déposé dans une petite boite ronde
contenant du milieu nutritif, il sera classé selon des critéres morphologiques
(Annexe 3) et photographié. Les embryons utilisables (Classe 1, 2 et 3) sont

conditionnés dans des paillettes transparentes de 0.25 ml.

Injection du S

liguide ; o ( R .'

% 4 Retour dul(iq;u-d—e\ Cervix ( .
& L

e, de perfusibn D ,

1+ contemant igs

embryons Jome Uténne

i Liquide de perfusion
v \

Figure 4.2 : Schéma du positionnement de la sonde pour la récolte

4.2.7. Analyse statistique :

Les résultats ont été préparés par le tableur Microsoft Excel 2007.
L’analyse statistique a été réalisée grace au logiciel R version 3.5, 2018. Il a été
fait appel en premier au Test de Shapiro-Wilk pour tester la normalité de la
distribution des variables quantitatives, préalable a toute application de test
paramétriqgue. Dans un deuxiéme temps nous avons utilisé I'écart réduit et le test

de student afin de comparer les moyennes des valeurs obtenues a une des

valeurs de références (valeurs théoriques).

4.3. Résultats :

Les donneuses utilisées dans ce travail ont subi entre 1 et 3 récoltes avec
un total de 33 récoltes et une moyenne de 1.8 récoltes/vache (1 a 2 récoltes par
vace). Plusieurs vaches n’ont pas été récoltés soit par absence de réaction
ovarienne soit un nombre de corps jaune inférieur a quatre au total et donc n’ont

pas été comptabilisées dans cette étude. La réaction ovarienne est faible avec
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une moyenne dell.06 CJ/récolte, le nombre de structures récolté se situait entre
0 et 20 embryons par récolte (Annexe 2) ce qui implique par conséquent une

moyenne d'embryons de 6.30 embryons/récolte (Tableau 4.1).

Tableau 4.1. : Evaluation de la réaction des vaches au traitement de
superovulation

Parametres Nombre X
Vaches 18 _
Récolte 33 _

CJ 365 11.06

Embryons 208 6.30

Malgré le nombre faible d’embryon récolté la qualité reste correcte
(rannexe 5 représente quelques embryons collectés) avec un rapport embryons
récoltés/embryons utilisable de plus de 46% et une moyenne d’ovocytes non
fécondés et d'embryons dégénérés de, respectivement, 1.36 et 2.03
embryons/récolte (Tableau 4.2). Il est a noter que nous avons considéré les

embryons classe 1, 2 et 3 comme utilisables.

Tableau 4.2 : Evaluation de la qualité des embryons récoltés

Paramétre Nombre %
Embryons 208 6.30
Utilisables 96 291
Dégéneérés 67 2.03
Non fécondés 45 1.36

Utilisable/récolté 46.15%
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4.4. Discussion :

L’originalité du travail réside dans le fait que nous sommes les seules a
avoir réalisé des récoltes d’'embryons (avec embryons viables) chez les races
bovines améliorées en Algérie. De ce fait, le travail effectué nous a permis de
maitriser les principales étapes de ce processus. Il est important de signaler la
difficulté que nous avons eu pour convaincre les éleveurs de lintérét de cette
technique. L’absence de maitrise de la conduite d’élevage a fait de sorte que les

candidate a la superovulation soit trés peu nombreuse.

Durant la période d’expérimentation 33 récoltes ont été effectuées avec une
moyenne de 1.8, ce qui est inférieure a la capacité d'une vache a étre
superovulée, elle peut subir sans conséquence sur sa santé une récolte tous les
deux mois pendant deux années. Ceci est di aux aléas du terrain notamment en
élevage privé, en effet plusieurs des vaches ayant été inclues dans le cheptel
expérimental ont présenté des pathologies diverse, notamment gynécologiques,
au cours du travail. Une fréquence importante de kystes ovariens a été observée
chez les vaches apres la premiére ou la deuxieme récolte, ce qui a provoqué

I’éviction de ces vaches.

Concernant la réaction ovarienne au traitement de superovulation les
vaches ont globalement moyennement répondu avec une moyenne de 11.06
CJ/vache supérieure a 7 CJ considéré comme seuil au-dela duquel on considéere
que la réaction est satisfaisante [197], dans la littérature les résultats varient d’une
dizaine de corps jaune [198] a 32 obtenus par Paulo et al [199], ce résultat peut
étre imputé principalement a un manque de maitrise de la conduite d’élevage et
notamment I'alimentation. Aucune stratégie de rationnement n’est appliquée, des
changements brusques sont souvent opérés en raison de la fluctuation dans la
disponibilité¢ de l'aliment et de sa qualité. En élevage privée la distribution
d’aliment concentré en excés influence de maniére évidente le fonctionnement
ovarien avec une diminution des concentrations circulantes de progestérone [110],
en effet Chagas Silva et al. [200] rapporte une influence négative des faibles
concentrations de P4 sur le développement folliculaire. Martins et al. [201] notent
une amélioration des résultats par addition de progestérone au protocole de

superovulation. De la méme maniére la sous-alimentation en période de rupture,
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provogue des déréglements hormonaux entrainant une insuffisance de LH [119]

avec une diminution de I'amplitude et la fréquence des décharges de LH.

Les récoltes réalisées ont données une moyenne d’embryons de 6.3 dont
2.9 utilisables, ce qui est inférieur aux résultats obtenues par plusieurs auteurs,
ainsi Carvalho et al [199] obtient une moyenne de 8.5 embryons dont 6.5
utilisables, Tribulo et al [202] obtient une moyenne d’embryons de 12.7 avec 8.5
transférables. Divers facteurs peuvent étre incriminés I'alimentation en premier
lieu, mais aussi I'dge des vaches (pour certaines agées de 8 ans), I'état
d’embonpoint et la saison qui sont autant d’élément influengant négativement les

résultats des récoltes.

45. Conclusion:

En dépit des problémes rencontrés sur terrain, les résultats restent
encourageants. Ce travail nous a permis de maitriser les différentes étapes de la
technique de production d’embryons. Beaucoup reste a faire avec les éleveurs
afin d’améliorer les conditions d’élevage et minimiser l'intervention des facteurs
externes sur les résultats et diminuer la variabilité dans le nombre et la qualité des

embryons.

Il est a noter toutefois l'originalité du travail effectué, en effet trés peu de
récoltes ont été réalisées chez les vaches de races améliorées en Algérie. De ce
fait, les résultats obtenus peuvent étre considérés comme valeurs référence pour
les travaux avenirs. On peut aussi remarques une différence entre le nombre de
CJ et celui des embryons récolté, il serait utile de travailler a améliorer notre
technigue de récolté avec du matériel plus adapté. Néanmoins certaines vaches
de notre étude ont montré un réel potentiel avec des résultats surprenants : 33
corps jaune ce qui est considéré comme une excellente réaction et un nombre
d’embryons récolté de 20 (la meilleur récolté) dont 8 utilisable parmi lesquels 6 de

classe 1 (voir annexe 2).

Un important travail de vulgarisation sur la technique doit étre fait, en
collaboration avec les institutions concernées, notamment le CNIAAG, I'ITELV et
les chambres agricoles. La valorisation de cette technique comme outille de

sélection au niveau des centres spécialisés (CNIAAG), mais aussi a I'échelle de
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I'élevage, sera obtenu par la généralisation du transfert embryonnaire, un soutien
de I'état au méme titre que l'insémination artificielle pourrait aider a atteindre cet

objectif.

Une étude des facteurs de variation telle que la saison ou la spéculation
(laitiere ou viandeuse) serait utile pour réduire la variabilité des résultats des
récoltes. Un travail devra aussi étre conduit sur les protocoles de traitement, il est
en effet important pour réduire les colts de l'opération et le stress sur les
donneuses en réduisant le nombre d’injections de pFSH et donc par conséquent
les déplacements du vétérinaire et les manipulations des animaux, cela est

envisagé dans le deuxiéme partie de cette thése.
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CHAPITRE 5 : REACTION DES VACHES AUX TRAITEMENTS DE
SUPEROVULATION EN FONCTION DE LA FREQUENCE D’INJECTION DES
EXTRAITS HYPOPHYSAIRES

5.1. Introduction :

Cependant, la grande variabilité des résultats de production d’embryons
constitue un facteur limitant dans la production d’embryons chez la vache. En effet
les femelles soumises a un traitement peuvent donner de 0 a 50 embryons.
Jusqu’a 20% des vaches ne donnent aucune réponse au traitement de
superovulation Nibart [11] et 24% ne donnent que des embryons non utilisables
[18]. Cette variabilité est due a des facteurs multiples. Le mode de traitement de
superovulation joue un réle important dans la variabilité des résultats [19]. La
multiplicité des injections lors d’'un traitement de superovulation a base de FSH
pourrait en effet, produire un stress néfaste au développement des embryons. La
réduction de son impacte par une diminution du nombre d’injections pourrait étre
une des voies d’amélioration. Kimura et al [20] ont effectué une seule injection en
utilisant du gel d’hydroxyde d’aluminium comme excipient, aucune différence
significative n’a été observé comparativement au protocole classique.

Notre travail a pour objectif de comparer la réaction des vaches a deux
traitement de superovulation, Le premier, classique, comporte 8 injections a 12
heures d’intervalle, le deuxiéme avec trois injections a 24 d’intervalle, en utilisant

la méme solution, avec des doses constante et plus élevées par injection par.

5.2. Matériel et méthode :

5.2.1. Animaux :

L’étude s’est déroulée dans une exploitation laitiere de la région de la Chiffa
a 40 Km au sud de la capitale, dans la plaine de la Mitidja située sous une latitude
de 36.46° Nord et une longitude de 2.81° Est. L’exploitation comporte 120 vaches
laitieres, 30 veaux et véles et une dizaine de taurillons destinés a I'engraissement.
Huit vaches Holstein (réparties en deux groupes homogénes) agées entre 4 et 6
ans et ayant un BCS (body condition score) de 3.5 a 4 estimé sur des criteres
d’apparence externe selon la table d’évaluation décrite par Shroder et Staufenbiel
[165]. Les vaches concernées par le protocole de travail sont cyclées et ne
présentent aucune pathologie gynécologique a I'examen clinique. Tous les

animaux sont maintenus dans les mémes conditions d’élevage et recoivent la
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méme alimentation composée principalement de foin d’avoine et de concentré
durant toute I'année. Cette ration est supplémentée par un apport en fourrage vert
(inconstant) avec du sorgho hybride durant I'été (de juin a aout et parfois jusqu'a

septembre), et du trefle fourrager entre les mois de février et avril.

5.2.2. Milieux et médicaments :

Une solution commerciale d’extraits hypophysaires (Stimufol ND) a servi
aux traitements de superovulation. Un milieu de collecte a base de tampon
phosphate (Euroflush IMV technologies, l'aigle France), un milieu nutritifs (IMV
technologies, I'aigle France) composée d’'une solution de PBS additionnée de 4 g/l
de BSA (bovine serum albumine), d’antibiotiques et d’antifongiques, et un milieu
de congélation a base d’éthyléne glycol (IMV technologies, I'aigle France) ont été
utilisés lors des collectes, transfert et congélation. Une solution de lidocaine a 2%
(Xylocaine ND) a été également utilisée pour I'anesthésie épidurale. Aprés chaque
collecte d’embryons une dose d’antibiotiques en intra utérine a été administré,

ainsi qu’une prostaglandine (Prostavet ND, Virbac SA) en intramusculaire.

5.2.3. Matériel de collecte :

Le matériel de collecte est constitué d’'une sonde a deux voies (woerlein CH
18) munie d’un mandrin métallique, de seringues de 60 ml pour injecter et
récupérer le liquide de rincage des cornes utérine et de 20 ml pour gonfler le
ballonnet situé a I'extrémité de la sonde (Figure 5.1). Pour la mise en évidence et
le conditionnement des embryons nous avons utilisé un microscope inversé au
plus faible grossissement, des boites de pétri ronde de 60 mm de diameétre
(quadrillées) et des boites rondes de 35 mm de diametre ainsi que des paillettes
de 0.25 ml pour le conditionnement des embryons (Figure 5.2). Des chemises
sanitaires ont servi a protéger la sonde de collecte.
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Figure 5.2 : Matériel d’'observation et de recherche des embryons

5.2.4. Traitements de superovulation et récoltes :

Les traitements de superovulation se sont étalés sur toute I'année, le
troupeau de vache a été divisé en deux groupes, chacun d’eux a subit un

protocole différent. Chaque vache a recu au moins 2 traitements de
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superovulation. Une dose totale de 500 pg de Stimufol ND a été injectée suivant

3éme

un protocole bien précis. Une dose de prostaglandine est administrée au jour
du traitement. Une double insémination est réalisée systématiquement 48 et 60
heures apres. Les protocoles dans les deux groupes sont mis en place entre le
9éme et le 11éme jour du cycle cestral aprés les chaleurs de référence de la
maniére suivante :

eGroupe 1: les vaches regoivent un traitement de superovulation classique
comportant 8 injections d’'une solution de 500 ug de pFSH diluée dans 10 ml de
solvant a concurrence de 2 injections par jour, a 12 heures d’intervalle et a doses
décroissantes.

eGroupe 2 : les vaches regoivent un traitement de superovulation comportant 3
injections d’'une solution de 500 pg de pFSH diluée dans 9 ml de solvant, a 24
heures d’intervalle et a doses constantes.

Les récoltes sont réalisées au 7°™ jour aprés I'insémination artificielle, par
voie cervicale. 5 ml de xylocaine sont administrés en épidurale, la queue est
ensuite fixée latéralement. Le rectum est vidé de la matiere fécale, une palpation
des ovaires est réalisée a cette occasion afin d’évaluer la réaction au traitement
de superovulation en estimant le nombre de corps jaunes. La région du périnée
est soigneusement lavée avec une solution antiseptique puis séchée. La sonde de
récolte munie d’'un mandrin métallique et protégée par une chemise sanitaire est
introduite, avec la main droite, a travers les levres vulvaires avec un angle de 45°
dans un premier temps, afin d’éviter le méat urinaire, puis redressée et dirigé vers
le col utérin qui est maintenu par voie transrectale avec la main gauche, la
chemise sanitaire est alors rompue a I'entrée du col. La sonde progresse a travers
le col par manipulation délicate. Une fois le la sonde dans le corps utérin, celle-ci
est dirigée vers l'une des cornes, a plus ou moins 4 cm de la bifurcation. Le
ballonnet est alors gonflé afin d’'immobiliser la sonde. Le liquide de collecte (PBS)
est injecté et récupéré par la méme voie (Figure 5.3) avec des volumes croissants

(20mIx2, 30mIx2, 40miIx2, 50ml puis 20 ml de PBS et 30 ml d’air).
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Figure 5.3 : Ringcage des cornes utérines

Une fois le ringcage de la corne droite terminé, le mandrin métallique est
remis en place, le ballonnet est dégonflé, la sonde est partiellement retirée puis
dirigée vers la corne gauche, une fois en place (4 cm de la bifurcation) le ballonnet
est regonflé et enfin le ringage est effectué de la méme maniére que pour la corne
droite. Un volume total de 500 ml de la solution de PBS est nécessaire pour la
collecte (250 ml par corne). Le liquide récupéré est transporté dans une paillasse
aménage a proximité de I'étable. Aprés décantation et élimination du surnageant,
le liquide est transvasé dans les boites de pétri quadrillée. La recherche des
embryons se fait sous un microscope inversé, ils sont transférés ensuite dans le
milieu nutritif de conservation, classés sur la base de criteres morphologiques
[203] (Annexe 3), puis conditionnés dans des paillettes transparentes, en prenant
la précaution de placer 'embryon (baignant dans le milieu nutritif) entre deux bulle
d’aires, limité de part et d’autre par une phase de solution nutritive pour le transfert
en frais, la paillette est ensuite bouchée puis observée sous microscope pour de
vérifier la présence de I'embryon. Les embryons destinés a la congélation sont
d’abord mis dans une solution de cryo-protecteur (éthyléne glycol) avant d’étre

conditionnés en paillette puis congelés. Nous avons considéré les embryons de
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classe 1, 2 et 3 comme utilisable (figure 5.4 a), les dégénérés ont été comptabilisé
dans les embryons totaux et les non fécondé ont été mis a part (figure 5.4 b).
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Figure 5.4 a et b : Embryons transférable (a) et non transférable (b) issus d’'une
méme récolte

5.2.5. Analyse statistique :

Les données ont été traitées grace au logiciel SYSTAT version 7.0. La
comparaison des résultats de la réaction ovarienne, du nombre et de la qualité
des embryons entre les deux protocoles (3 vs 8 injections) a été réalisée avec le
test de Kruscal-wallis. Les différences ont été considérées significatives pour
p<0.05

5.3. Résultats :

Durant les 12 mois de I'expérimentation 23 collectes ont été réalisées au
total. Le tableau 4.3 représente le résultat global des collectes en fonction du
protocole de superovulation.

Les réactions ovariennes sont faibles, avec un nombre moyen de corps
jaunes de 9.1 par vache pour le groupe 1 et 10.4 dans le groupe 2 (Tableau 5.1).
La baisse de ses moyennes est due a l'existence de plusieurs collectes avec un

nombre de corps jaune de moins de 10 par vache dans les deux groupes.
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Tableau 5.1: résultats des récoltes des deux groupes

Groupes
Paramétres
vaches 4 4
récoltes 11 12
CL (x £ SEM) 9.09+2 10.41+1.82
Embryons (x + SEM) 5.63+1.22 6.5+1.49
utilisable (x £ SEM) 2.27+0.94 3.83+0.99
utilisable/récoltés (%) 45.16 56.41

SEM :Standard Error of the Mean ; CL : corpus luteum

Le nombre global d’embryons collectés dans les deux groupes est de 140 (62
et 78 respectivement pour le groupe : 1 et 2) et une moyenne globale de 6.08 par
vache et un léger avantage pour le groupe 2 (5.6£1.2 et 6.5+1.5) respectivement
pour le groupe 1 et 2). Malgré les faibles moyennes d’embryons par vache aussi
bien dans le premier groupe que dans le deuxiéme, les proportions d’embryons
utilisables restent correctes notamment dans le groupe 2 avec 56.41 % contre

45.16 % pour le groupe 1.

Tableau 5.2 : comparaison de la qualité des embryons des deux groupes

groupes
Paramétres
groupe 1 groupe 2
congelables
utilisable 2+0.90 2.83+0.83
(Cllet?2)
(x £ SEM)
transferable (Cl 3) 0.27+0.12 1+0.32

Non utilisable Dégénéreés 1.81+0.68 2.16+0.60
(x £ SEM) Non fécondés 1.54+0.63 0.83+0.37

SEM :Standard Error of the Mean ; Cl : classe

Un léger gain en qualité des embryons a été enregistré pour le groupe 2 sans
que la difference ne soit significative (tableau 5.2), néanmoins le graphe des
tendances (figure 5.5) montre un avantage pour ce groupe. En effet un total de 71

embryons transférables a été collecté dont 46 dans le groupe 2 (une moyenne de
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3.83+0.99) et 25 pour le groupe 1 (une moyenne de 2.27+0.94), avec 28
embryons de classe 1 contre 12 seulement pour le groupe 1(moyennes
respectives : 2.33+0.77 et 1.09+0.71). Concernant les non transférables
(dégénérés et non fécondés) aucune différence n’est observée avec des

moyennes de 3.36+0.98 et 3+0.75 respectivement pour le groupe 1 et 2.

Emb. | -
Bl

G2 Gl
Figure 5.5: graphe des tendances de la qualité des embryons
(G1: Group 1 G2: group 2)

5.4. Discussion:

Il existe une grande variabilité dans la réaction ovarienne et les résultats
des récoltes suite a un traitement de superovulation. Plusieurs facteurs
conditionnent la qualité des embryons produits aussi bien intrinseque liés a
'animal qu’extrinséques dues aux éléments de I'environnement et la conduite
d’élevage. L'un des facteurs ayant un effet sur la fertilité et la viabilité des
embryons est le stress quel que soit son origine. La conception du protocole
classique de superovulation, et en raison de la trés courte demi vie des extraits
hypophysaires utilisés [13], impose la multiplicité des interventions sur I'animal.
Ainsi des injections biquotidiennes pendant quatre jours (huit injections au total)
sont indispensables, ce qui constitue autant d’éléments stressants pour les
animaux.

Dans notre travail nous avons réalisé 23 récoltes chez 8 donneuses
réparties en deux groupes afin de voir I'éventuel avantage apporté par une
réduction du nombre d’injections lors du traitement de superovulation
comparativement au protocole classiqgue. Malgré un examen clinique
gynécologique préalable et un suivi de la cyclicité, un défaut de maitrise de la

conduite d’élevage et notamment de l'alimentation a fortement influencé les
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réactions ovariennes et les résultats des récoltes dans les deux groupes. En effet
'action de [l'alimentation sur l'activité ovarienne et la fertilité ont été bien
démontres.

Avec une moyenne globale de corps jaune d’environ 9.8 (respectivement
9.09 et 10.4 pour le groupe 1 et 2) la réaction ovarienne reste faible. Ce résultat
pourrait s’expliquer par une mauvaise conduite d’élevage et notamment une
alimentation déséquilibrée dans le sens d’'un excédent énergétique apporté par
une ration trop riche en aliment concentré. En effet I'acidose subaiglie du rumen
dd a une ration riche en aliment rapidement fermentescible est préjudiciable a la
reproduction [204] avec une diminution de la fertilité de 53% quand I'apporte est
de 400 a 500 gr de concentré [205]. D’autre part Paragon [206] rapporte une
augmentation de la fréquence des kystes folliculaires, nous avons pu faire ce
constat dans notre cheptel, ce qui a été a l'origine, a plusieurs reprises, de report
des traitements de superovulation.

Dans notre travail, la comparaison de la réaction ovarienne ainsi que les
résultats des collectes entre les deux protocoles (3 vs 8 injections), n’a montré
aucune différence significative, le méme constat a été rapporté par Purwantara et
al. [207], Donaldson en 1990 [208] a obtenu le méme nombre moyen d’embryons
transférables avec 5,3 et 5,5 respectivement pour le protocole a 3 et 8 injections.
D’autres auteurs ont travaillé sur I'effet de la réduction du nombre d’injections en
comparant les résultats des protocoles a injections multiples en intramusculaire et
celui comportant une injection unique par voie sous-cutanée [129] ; [209]; [131] ;
[66]. Ces travaux indiguent la méme efficacité pour les deux protocoles. Dans
notre travail, malgré I'absence de significativité, nous avons observé un léger gain
en qualité des embryons collectés en faveur du groupe 2 (protocole a 3 injections),
ceci est illustré dans le graphe des tendances des embryons transférables (figure :
7). Ceci pourrait étre expliqué par la diminution de I'effet du stress imposé par les
traitements de superovulation en réduisant les interventions sur I'animal. En effet
'action délétére du stress sur la fertilité a été rapportée par plusieurs auteurs
[108]; [11] ; [210] ce qui se matérialise le plus souvent soit par un retard de
développement soit par une dégénérescence des embryons. Selon Nibart [11], la
survenue d'un quelconque stress avant ou pendant un traitement de

superovulation conduit a une augmentation de la sécrétion d’ACTH et empéche
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I'apparition du pic de LH favorisant la formation de kyste et d’'ovules de mauvaise

qualité.

5.5. Conclusion :

L'objectif de notre travail est d’évaluer lefficacité d'un traitement de
superovulation ne comportant que 3 injections a 24h d’intervalle et de la comparer
a celle d’un protocole classique (8 injections a 12h d’intervalle). Malgré le faible
nombre d’embryons récoltés dans les deux groupes (3 et 8 injections), I'analyse
statistique n’a révélé aucune différence significative, ce qui est un avantage en
soit en raison de la diminution des contraintes sur I'animal et sur 'opérateur. Le
graphe des tendances a néanmoins indiqué un avantage pour le groupe 2 (3
injections) concernant la qualité des embryons, une optimisation des conditions de
I'expérimentation (augmentation de la taille de I'effectif et du nombre de récoltes,
une meilleure maitrise des conditions d’élevage) pourrait mettre en évidence cette
amélioration qualitative. Ces constats peuvent avoir un impact direct sur le cout de
la production d’embryons chez la vache, en effet la diminution du nombre
d’injections réduit considérablement le codt lié aux déplacements du vétérinaire
lors de la superovulation d’'une part, d’autre part la possible amélioration de la
qualité des embryons (suite a la réduction du stress imposé par la multiplicité des

injections) permet d’accroitre le rendement de I'animal.
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CHAPITRE 6 : EFFET DU STATUT ENERGETIQUE
SUR LA REACTION OVARIENNE DES VACHES SOUMISES A UN
TRAITEMENT DE SUPEROVULATION

6.1. Introduction :

Le probleme majeur de la production d’embryon chez les bovins réside
d’'une part dans lincapacité de prédire les résultats, et d’autre part dans la
variabilité des réponses aux traitements de superovulation. Cette variabilité peut
étre due a des facteurs intrinseques liés a I'animal et extrinséques tel que le
climat, la conduite d’élevage, le stress et I'alimentation. Tous ces facteurs ont une
action directe ou indirecte sur I'équilibre énergétique dont les perturbations sont
néfastes a la reproduction des animaux.

L’objectif de ce travail est d’identifier I'influence du bilan énergétique (BE)
sur la réaction ovarienne des vaches soumises a un traitement de superovulation.
L’exploration du BE est matérialisée par le dosage de quelques paramétres
biochimiques (AGNE, BHB, glycémie) et un suivi de la note d’état avant et

pendant le traitement de superovulation.

6.2. Lieu et période de I’expérimentation :

Le travail a été réalisé au niveau de la station du Centre National de
I'Insémination Artificielle et de I'’Amélioration Génétique (CNIAAG) situé a

Baba Ali, pendant la période allant du mois de janvier a juin 2016.

6.3. Matériel et méthodes :

6.3.1. Animaux :

Notre étude a porté sur 05 vaches meres a taureaux, choisi parmi 24
sélectionnées comme donneuses d’embryons (Par le CNIAAG) selon des
criteres zootechniques (conformation, génétique, production) et sanitaires
(cyclicité, absence de pathologies gynécologiques). Les femelles sélectionnées
sont de deux races mixtes : normande (n=2), race francaise a fort potentiel laitier,
et flekvieh (n=3) dont le potentiel viandeux est prédominant voir exclusif dans
certains pays tel que les USA. Les femelles sont primipares, en lactation entre 70
et 90 jours post partum, maintenues stabulation semi entravée, recevant une

alimentation a base de fourrage sec complémenté avec un aliment concentré.
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6.3.2. Matériels de dosage :

Les concentrations de BHB et la glycémie ont été déterminées sur sérum a
laide d'un appareil portatif FreestyleOptium® (PrecisionXceed, Abbott
Laboratories). Les AGNE ont été mesurés par spectrophotométrie sur un appareil
DVM-NEFA (Veterinary Diagnostics, Newburg, Wisconsin, USA) (figure 6.1).

Figure 6.1 : Matériel de dosage

6.3.3. Choix des animaux :

Un suivi de la cyclicité des 24 vaches donneuses potentielles a été réalisé
par des visites régulieres au niveau de la ferme ou nous avons relevé
principalement le BCS et I'état des ovaires (par palpation transrectale et
échographie). Un dépistage de maladies métaboligues et mammaires a été
effectué suite a un examen clinique systématique et des examens
complémentaires a partir de prélevements de sang et de lait (CMT, pH,
métabolites sanguins). Apres avoir traité les vaches présentant des pathologies
diverses (mammites, fourbures, troubles métaboliques), cing vaches ont été

retenues pour la superovulation.

6.3.4. Evaluation de I'état corporel :

L’évaluation du BCS est basée sur linspection visuelle des régions

caudales et lombaires sur une grille de notation de 1 a 5 (annexe 4) décrite par
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Edmonson al [211]. Les observations ont débuté quelques jours avant le
traitement (15 jours environ). Trois autres observations ont réalisées au début de

la superovulation, le jour de I'lA et le jour de la récolte

6.3.5. Profil biochimique :

6.3.5.1. Prélevements :

Des prélevements sanguins ont été réalisés a la veine caudale dans des
tubes Secs de 5ml. Les tubes sont centrifugés a (3000 g pendant 10 minutes) le
sérum est ensuite séparé puis transféré dans des cbnes Eppendorf pour étre
congelés a -18°C jusqu’a réalisation des dosages.

Les préléevements (Pr) ont été réalisés aux mémes dates que le BCS, a
savoir : J-15 (Pr1), JO (Pr2) (Début de la superovulation), J5 (Pr3) (le jour de I'lA)
et J12 (Pr4) (le jour de la récolte)

6.3.5.2. Dosage du BHB et la glycémie:

Le BHB ainsi que le glucose ont toujours été dosés avec le lecteur
FreestyleOptium®. Pour utiliser cet appareil nous avons procédés aux étapes
suivantes :

e Une bandelette est insérée dans le lecteur

e Une goutte de sérum est déposée dans I'emplacement prévu a cet effet sur
la bandelette.

e Le résultat est lu au bout de 10 secondes.

Au niveau de la bandelette, les éléments a doser (corps cétoniques et
glucose) subissent une réaction d’oxydoréduction. Cette réaction est a l'origine
d’'un courant électrique proportionnel a la quantité d’élément a doser et c'est ce

courant qui va étre mesuré par I'électrode.

6.3.5.3. Dosage des AGNE :

Pour la réalisation de dosage des AGNE nous avons effectué les étapes

suivantes :
e Préparer les témoins négatif (eau distillée) et positif (solution dont la

concentration en AGNE est connue : 1mmol/l, et fourni avec I'appareil). Pour
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le témoin négatif, le sérum est remplacé par 50uL d'eau, et pour le témoin
positif, par 50uL d'une solution concentrée a 1 mmol/l en AGNE. Rajouter pour
chaque échantillon 1 ml de réactif 1, laisser réagir pendant 10 minutes
(réaction enzymatique). Ajouter ensuite 500ul de réactif 2 laisser agir la-
encore pendant 10 minutes. Petit a petit, les tubes se colorent plus ou moins
en violet. Chaque échantillon est ensuite lu par le spectrophotometre.

e commencer d'abord par mesurer l'absorbance de la solution témoin dont la
concentration est connu. Avant la mesure de la concentration en AGNE de
chaque échantillon, il est nécessaire d’étalonner avec le témoin négatif.

e L’opération est répétée de maniere similaire pour chaque échantillon de
sérum.

e apres la lecture de I'appareil, la concentration des AGNE est obtenue par la
regle suivante :

[AGNE] échantillon = (A échantillon x [AGNE] témoin) / A témoin

6.3.4. Analyse statistique :

L’analyse statistique été réalisée par le logiciel R version 3.5, 2018. Pour
explorer une éventuelle corrélation entre le nombre de corps jaunes d’'une part et
les paramétres biochimiques d’autre part, Nous avons appliqué le test de
corrélation des rangs de Spearman. En effet, en raison de la taille réduite de
I'échantillon, la distribution des données n’obéit pas a la loi normale (de Laplace-
Gauss), on a recouru au test de corrélation non paramétrique, dit aussi test de
corrélation des rangs de Spearman, étant donné que le test de corrélation de
Pearson exige une distribution normale des données et un grand échantillon
(N=30).

6.4. Résultats
6.4.1. Suivi du NEC

Il apparat d’aprés les résultats que le BCS des vaches est resté stable
durant le traitement de superovulation, avec une variation minime de 0.25

notamment chez la vache 3 et 4 (tableau 6.1).
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Tableau 6.1 : suivie du BCS

Vache BCS
Obs 1 Obs 2 Obs 3 Obs 4
1 2,75 2.75 2.75 2.75
2 2,75 2.75 2.75 2.75
3 2,75 2.5 2.5 2.5
4 3 3.25 3.25 3.25
5 2,75 2.75 2.75 2.75
Moyenne 2,8 2,8 2,8 2,8

6.4.2. Les parameétres biochimiques :

Les concentrations de BHB des donneuses sont assez faible (0.2 & 0.8
mmol/ml), sauf pour la vache 2 chez qui on a noté le niveau le plus élevé avec 2.2
mmol/ml avant le début du traitement (Prl) mais qui diminue progressivement lors

du deuxiéme et du troisiéme prélévement (JO et J5) (Tableau 6.2).

Tableau 6.2 : Résultat de dosage du BHB

Vache BHB m mol/l

Pri Pr2 Pr3 Pr4

1 0,7 0,4 0,2 /

2 2,2 0,8 0,4 /
3 0,8 0,2 0,4 0,3
4 / 0,3 / 0,3
5 / 0,5 / 0,3
Moyenne 1,23 0,44 0,33 0,3

La glycémie a subit des variations entre le début et la fin du traitement de
superovulation chez la majorité des vaches. Une augmentation du glucose
sanguin est notée chez toutes les femelles au début du traitement de
superovulation (de I'ordre de 0.13 g/l en moyenne). Les niveaux les plus élevés,

en moyenne, sont observés le jour de l'insémination (Tableau 6.3).
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Tableau 6.3 : Résultat de dosage de la glycémie

Vache

Pri1
1 0,45
2 0,51
3 0,54

4 /

5 /
Moyenne 0,5

glycémie g /I

Pr 2
0,79
0,79
0,6
0,54
0,44
0,63

Pr3
0,74
1,01
0,6
/
/
0,76

Pr4

Dans le tableau 6.4 on note des niveaux d’AGNE faible avant le traitement

de superovulation (J-15), ces concentrations augmentent de maniére importante

lors de I'lA et la récolte, avec une variation d’environ 0.6 mmol/l en moyenne entre

J-15 et J12. La vache 2 fait exception avec une concentration de 1.01 (le niveau

le plus élevé enregistré dans toute I'expérimentation.

Vache

1
2
3
4

5

Moyenne

Globalement

Pril
0.86
0.64
0.61
/
/
0,7

nous avons

noté

Tableau 6.4 : Résultat de dosage des AGNE

AGNE mmol/l
Pr 2 Pr 3
1.40 2.92
0.75 0.10
0.33 1.06
0.53 /
1.31 /
0,83 1,36
une variation des

Pr4

/

/
1.03
1.55
1.28
1,29

moyennes de

concentrations des parameétres biochimiques (figure 6.2). Avec une évolution

croissante pour les AGNE avec les plus hauts niveaux a J5 (jour de I'lA) et J12 (le

jour de la récolte), et décroissante pour les BHB débutant avec des concentrations

élevées a J-15 (avant la superovulation).
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Figure 6.2 : graphe récapitulatif des concentrations moyenne des différents
paramétres biochimiques.

Concernant les réactions ovarienne au traitement de superovulation, la
vache 4 se démarque avec un résultat excellent avec 25 CJ, il est a noter que
cette méme vache a présenté les niveaux de BHB les plus faibles, les autres
donneuses ont enregistré des réactions moyennes voire faibles, entre 10 CJ pour
la vache 5 et 4 CJ pour la vache 2 qui a présenté les niveaux de BHB les plus
élevés. Le tableau 6.5 représente les concentrations moyennes des 4
préléevements pour les différents paramétres biochimiques ainsi que les réactions
ovariennes des donneuses évaluée a travers le nombre de CJ par vache estimé le

jour de la récolte.

Tableau 6.5 : Comparaison des concentrations moyennes individuelles des
parametres et la réaction ovarienne (CJ)
Vaches GLY BHB AGNE CJ

1 0,66 0,43 1,72 6
2 0,77 1,13 0,49 4
3 0,52 0,42 1,01 5
4 0,54 0,3 1,04 25
5 0,44 0,4 1,29 10
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6.5. Discussion :

6.5.1. Note d’état corporelle :

Les mesures du BCS de la donneuse d’embryons est un bon outil pour le
choix des femelles donneuses d’embryons. Tous les auteurs s’accordent a dire
que l'estimation des réserves énergétiques est le principal objectif de la notation
de l'état d’embonpoint méme si la méthode reste subjective pour évaluer la
quantité d’énergie stockée dans les muscles et dans les tissus adipeux [211]

Au regard de nos résultats la moyenne de la BCS des 5 vaches donneuses
reste stable a 2,8 durant toutes les observations réalisées (avant traitement de
superovulation, le début de superovulation, jour de I'lA et le jour de la récolte) elle
est plus proche du profil optimal décrit par Kérouanton [154].

Il est a signaler que chez les vaches 1, 2 et 5 le BCS est de 2,75 pendant
les quatre observations effectuées, alors que la vache 3 et 4 présentent une
variation de 0.25 de note d’état (vers le haut pour la vache 3 et vers le bas pour la
vache 4) entre la premiére et la derniére observation tout en restant dans des
valeurs acceptables, en effet d’'aprés Dram [212] un BCS de 2,5 a 3,5 révélerait
un état corporel suffisant pour de bonnes performances reproductives.

L’absence de variation du BCS peut étre di a lintervalle réduit entre les
observations, il n’en demeure pas moins que les vaches primipares reprennent de
'embonpoint plus lentement que les multipares, car elles achévent leur croissance
lors de leur premiéere lactation, mais leur métabolisme énergétique est plus
performant [213].

Delacharlerie [189] avait montré que le BCS des vaches influait de fagon
significative sur la production d’ovocytes et d’embryons transférables, les
meilleures donneuses ayant une note d’état supérieure ou égal a 3. En effet, pour
se placer dans de bonnes conditions lors de superovulation, la plupart des

collectes sont réalisées chez des vaches en bon état corporel [11].

6.5.2. Parameétres biochimigues :
6.5.2.1. BHB:
Dans notre étude les résultats révelent que les moyennes de BHB des 5

1ére

vaches durant les observations effectuées sont dans les normes sauf dans la
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observation (avant superovulation), le BHB dépasse le seuil avec une moyenne de
1.23 mmol/l.

Chez les vaches 1,3 ,4et5 la concentration du BHB varie entre 0,2 et 0,8
mmol/ | (limite supérieure). Pour la vache 2 il y a une augmentation importante de
la concentration au prélevement 1 (avant superovulation) de 2,2 mmol/l puis
diminue & la limite supérieure de 0,8 mmol/l au 2°™ prélévement (début de
traitement) on note ensuite un rétablissement a une valeur normale de 0,4 mmol/l
au 3°™ prélévement (jour de I'insémination artificielle). Dans la littérature la norme
pour la concentration sanguine en corps cétoniques est de (< 0.8mmol/l) pour le
BHB [168].

Selon Van der Drift et al [214] et Mc Art et al [215] une vache est donnée
comme présentant une cétose si elle a une concentration sanguine en BHB
supérieure a un seuil compris entre 1mmol/l et 1,4 mmol/l. Le seuil le plus
couramment utilisé dans la littérature est de 1,2 mmol/l a I'échelle de l'individu.

Les corps cétoniques constituent donc un réel substrat énergétique, et ne
sont pas néfastes, seul leur excés peut entrainer des troubles. Un état de cétose
ne peut se développer que si la production de corps cétoniques dépasse la
capacité d’utilisation de ces derniers par les tissus périphériques [216]. Les corps
cétoniques sont de bons indicateurs du déficit énergétique [175].

L'augmentation de la concentration sanguine en BHB relative a un épisode
de cétose est associé a un risque relatif de développement de métrite selon les
auteurs [217]; [218]; [219], cela peut altérer de maniére importante le réaction des
vaches a la superovulation, empécher la récolte d’embryons. L’état de déficit
énergétique accompagnant la cétose conduit a une diminution de la fréquence des
pulses de GnRH car le rétrocontréle exercé par I'cestradiol sur '’hypothalamus est
perturbé. Ceci entraine une diminution de la sécrétion de LH pouvant conduire a

une anovulation [220].

6.5.2.2. Glycémie:
Selon Miettinen [175] les valeurs physiologiques des glycémies variées

entre 0.60 a 0.70 g/l. Nos résultats révelent que les moyennes de glycémie sont
globalement dans les normes, et ne présente que des variations minimes
La glycémie, que l'organisme tend a maintenir constante, est d’'une utilité

tres contestée pour évaluer le statut énergétique [221]. La relation entre la
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glycémie et la fertilité est également trés controversée. |l semblerait que la
glycémie soit associée a linfertilité quand elle est trés nettement en dessous de
ses valeurs usuelles [175].

Lorsque la glycémie est élevée, linsulinémie augmente [222]. Cette
augmentation de l'insulinémie entraine une augmentation de la lipogenése, une
diminution de la néoglucogenese hépatique, une augmentation de l'utilisation du
glucose par les tissus périphérigues (notamment les muscles) et une inhibition de
la CPTI (Carnitine palmitoyltransferase I). La CPTI est une enzyme qui permet aux
AGNE de pénétrer la mitochondrie. Il en résulte une baisse de la glycémie, une
baisse de la concentration sanguine en AGNE et un stockage hépatique des
AGNE sous forme de TG [223]. Ce qui confere a ce parametre une influence
indirecte sur le statut énergétique, il ne peut étre considéré que lorsqu’il est

associé a d’autres indicateurs.

6.5.2.3. AGNE:

Les valeurs plasmatiques usuelles des AGNE doivent étre < 0.6 mmol/l
[167]; [168]. Dans notre étude les résultats révelent que les moyennes des
AGNE durant toutes les observations réalisées sont au-dessus des normes avec
des moyennes un peu élevées dans le 1 et le 2°™ prélévement (avant et début
de superovulation) de 0.7 et 0.83 mmol/l respectivement et augmentent
progressivement dans la 3*™ prélévement (IA) avec moyenne de 1.36 puis cette
moyenne diminuent dans le 4°™ prélévement (récolte) a 1,29 mmol/l.

L’étude de Gaal, et al. [224] donne quant a elle un seuil de concentration
en AGNE de 0,7 mmol/l pour la mise en évidence d'une cétose sub-clinique avec
le lecteur DVM NEFA. Chez la vache 1 la concentration des AGNE est de 0,86
mmol/l dans le premier prélévement (avant superovulation) puis elle atteint des
valeurs élevés de 1,40 mmol/l (le jour d’lA et maximale valeur de 2 ,92mmol/l a la
récolte. Alors que la vache 2 présent une valeur de 0,64 mmol/l avant
superovulation qui augment a 0,75 au 2°™ prélévement (début de traitement de
superovulation) puis diminue a 0,20 mmol au 3éme prélevement (I1A).

La vache 3 présente une valeur de 0,61 mmol/l au premier prélévement
(avant superovulation) qui diminue a 0.33 mmol /| au début de traitement de
superovulation et augmente apres a 1.06 et 1.03 en 3eme et 4éme prélevement

(IA et récolte). La 4éme vache enregistre une augmentation de 0.53 mmol et 1.55
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au 2°™ (début de superovulation et 4éme prélévement (récolte) successivement.
Alors que chez la vache 5 on note des valeurs de 1.31mmol/l au début de
superovulation et de 1.28 mmol/l dans le jour de la récolte, il y a donc une
augmentation de la concentration des AGNE dans le 3°*™ (IA) et 4éme
prélévement (récolte) pour les vaches 3, 4 et 5.

Lorsque le bilan énergétique de l'organisme est positif, la concentration
plasmatique d’AGNE est faible (0.35 a 0.50 mmol/l). A jeun ou quand le bilan
énergétique devient négatif, elle augmente considérablement [166]. La corrélation
entre les AGNE et les apports en UFL est fortement et négative : plus la ration est
pauvre en énergie, plus la concentration d’AGNE circulants est élevée [169]. Les
AGNE du sang sont une conséquence de la mobilisation des acides gras, ils

apparaissent lors de déficit énergétique.

6.5.3. Réaction ovarienne le jour de la récolte

Les structures ovariennes appréciées par palpation transrectale et
échographique, révelent une moyenne de 10 CJ et pour les 5 vaches. On note
tout de méme une bonne réaction ovarienne la vache 4 (25CJ). Lors d’'un déficit
énergétique, la diminution de la sécrétion des hormones hypophysaires et la
baisse de la sensibilité ovarienne a la stimulation par les gonadotrophines
expliquent les retards de maturation folliculaire et d’ovulation [225]. En effet la
fréquence et a 'amplitude des pulses de LH, augmentent parallélement au bilan
énergétique [226].

Il est & signaler qu’aucune vache n’a donné d’embryons viables, les seules
structures récoltées sont des embryons dégénérés et des ovocytes non féconde,
ce qui nous conduit a considérer la corrélation des paramétres biochimique plutét

avec la réaction ovarienne qu’avec les résultats des récoltes.

6.5.4. Corrélations entre les différents parameétres:

La sous nutrition intervenant sur la reproduction par I'hypoglycémie
provoqué, ayant pour conséquence un retard de I'apparition de follicules matures
avec anomalies ultérieure de I'ovulation et mortalité embryonnaire. La mobilisation
des graisses de réserves (lipolyse) se produit lorsque la glycémie est basse et se
traduit par la mise en circulation d’acide gras et de glycérolé. Aussi la cétogenese

et d’autant plus importante que la disponibilité en glucose est faible [227].
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Lorsque le déficit énergétique augmente, les teneurs plasmatiques en
AGNE et BHB augmentent alors que la glycémie diminue. Si la glycémie
représente la disponibilité en substrats énergétigues, AGNE et BHB sont en
revanche les témoins de la mobilisation des réserves corporelles par I'hydrolyse
des triglycérides libere en glycérol et AGNE [11].

Les bonnes productrices d’embryon présentent une concentration en AGNE
plus forte Ceci nous laisse apercevoir qu’un léger déficit énergétique semble
propice a de meilleurs résultats de collecte chez les vaches en lactation.
Cependant, les vaches a BHB supérieur almmol/l tendent a présenter moins de
follicules que les vache a BHB inférieur & 1mmol/l apres le vélage I'augmentation
de la teneur en corps cétoniques dans le sang fait suite a l'augmentation des
AGNE [228]; [229].

Dans notre travail 'analyse statistique n’a révélée aucune corrélation entre
les différents paramétres biochimiques et la réaction ovarienne. Cela est di en
grande partie a la taille de I'échantillon. Il n’en demeure pas moins que les
observations individuelles signalent une mobilisation notable des réserves
corporelles au cours du traitement, en témoigne les concentrations en AGNE en
fin de traitement et en BHB au début du traitement. Ce nous conduit & conclure
que la majorité des vaches ont présenté a un moment ou a un autre de
I'expérimentation un déficit énergétique qui aurait influencé la réaction ovarienne
en altérant les sécrétions de gonadotrophines [225]; [226].

6.6. Conclusion :

Malgré l'absence de corrélation révélée par l'analyse statistique, les
résultats sont prometteurs. Les variations individuelles des concentrations d’AGNE
et de BHB, méme avec un BCS stable et correcte, signe une mobilisation des
réserves corporelles. Ce fait, pendant un traitement de superovulation, est néfaste
au fonctionnement ovarien et impacte de maniere importante les résultats des
récoltes. Les dosages effectués n'ont pas la prétention de prédire les résultats,
mais ils peuvent étre utilisés a priori pour le choix des donneuses.

Au vu des résultats nous pouvons envisager d’étudier la possibilité d’inclure
certains indicateurs du statut énergétique dans les criteres de choix des
donneuses d’embryons. Il serait utile avant cela de déterminer des valeurs seuils

au-dela desquelles une décision sera prise pour débuter ou non un traitement de
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superovulation. Toutefois, il ne s’agit nullement de se passer des données
cliniques, notamment le suivi de la cyclicité.

Nous pouvons donc recommander de refaire le travail, en augmentant le
cheptel, et inclure d’autres indicateurs du statut énergétique, mais aussi de la
fonction hépatique, car celle-ci aurait une influence sur le fonctionnement ovarien

et la fertilité des vaches.
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CONCLUSION GENERALE

Durant ce travail de these, nous avons tracé la perspective de généraliser
et de simplifier I'utilisation de la production et le transfert d’embryons dans les
élevages a fort potentiel de production en Algérie comme outil de sélection.
L’objectif en lui-méme est difficile a atteindre dans les conditions actuelles, il
faudrait faire au préalable un travail de vulgarisation sur les techniques moderne
d’élevage et sur la technique elle-méme.

Notre travail a, dans un premier temps permis de mettre a disposition des
chercheurs dans le domaine de chiffres concernant la réaction ovarienne, la
moyenne de récolte par vache et la proportion d’embryons utilisables par récolte.
Sans parler de référence, ces chiffres peuvent en tous cas étre un point de départ
pour de futures recherches.

Dans un deuxiéme temps nous avons démontré a linstar des rares
publications a ce sujet, que le fait de réduire la fréquence d’injection d’hormones
dans le protocole de superovulation, n’altére nullement les résultats des récoltes
d’embryons. En soit ce résultats est important car le fait de réduire les
déplacements du personnel intervenant (vétérinaire, techniciens...) permet de
diminuer le colt de maniere non négligeable. Nous avons noté aussi un gain de
qualité d’environ un embryon par récolte, pour une vache d’élite cela représente
un bénéfice important. L’efficacité du traitement de superovulation expérimental
(comportant 3 injections), nous pousse a poser un certain nombre de questions
pour tenter d’expliquer I'action de la FSH aprés le délai au-dela duquel cette
hormone ne devrait plus exister dans la circulation sanguine imposé par sa demi-
vie.

Enfin, dans une derniére partie nous avons tenté, malgré le faible nombre
d’animaux, d’établir une relation entre le bilan énergétique et la réaction ovarienne
au traitement de superovulation. Quatre parameétres ont été pris en compte, le
BCS, les concentrations de BHB, d’AGNE et la glycémie, malgré I'absence de
corrélation apparente, pris individuellement on peut noter un fait important, c’est
que a un moment ou a un autre de I'expérimentation les donneuse était en
situation de déficit en substrat énergétique, puisque les concentration des élément
dosés démontre une mobilisation des réserves corporelles. C’est les traces de

cette mobilisation que nous avons essayé de mettre en évidence.
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RECOMMANDATIONS

Au terme de ce travail, nous recommandons l'introduction de la production
d’embryons, a I'échelle de I'élevage, comme outille de sélection car il compense la
baisse, inévitable de la fertilité due a la sélection. Une meilleure formation des
éleveurs bovins, devrait avoir un effet positif, permettant I'application de la
technique dans des conditions optimales.

Un travail important doit étre fait pour explorer différentes voies
d’amélioration des traitements de superovulation. La fréquence des injections est
un élément a approfondir, nous avons pu obtenir un résultat similaire a la méthode
classique en doublant l'intervalle des injections de FSH, ce résultats pourrait étre
amelioré en utilisant un excipient permettant un largage progressifs. Il serait aussi
intéressant d’étudier I'effet du « priming » ou pré traitement (en injectant de la FSH
avant le début du traitement) sur les résultats des récoltes.

Certains travaux ont exploré la possibilité de prédire la réaction ovarienne,
en testant la qualité de la réserve folliculaire, TAMH (anti mihlerian hormone)
parait bonne valeur prédictive. Malgré la difficulté dans notre contexte d’envisager
le dosage de 'AMH dans la pratique courante, il n’en demeure pas moins que
dans un cadre de recherche cela peut étre réalisé dans le but de lui trouver des
applications sur terrain.

Concernant la recherche dans ce domaine, il faudrait peut-étre continuer a
travailler sur les indicateurs du statut énergétique pour définir une liste de
parametre discriminatoires dans le choix des donneuses au lieu de se baser
exclusivement sur I'aspect génétique et sanitaire des donneuses, car une vache
ayant un fort potentiel et sans pathologie cliniquement décelable n’est pas toujours

une bonne donneuse d’embryons.
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ANNEXE 1 : LISTE DES ABREVIATIONS
AA: Acide acétique
AGNE: Acides gras non estérifiés
ALAT: Alanine aminotransférase
ARN : Acide ribonucléique
ASAT : Spartique aminotransférase
ATP: Adenosine triphosphate
BCS: Body score condition
BHB: Beta hydroxybutirat
BP: Binding proteine
BVD: Bovine viral diarrha
Cl: Classe
eCG : Equine chorionique gonadotrophine
FSH : Follicul stimulating hormone
GGT: Gammaglutamyl transférases
GLDH: Glutamic déshydrogénase
GnRH : Gonadotropine
hMG ; Human menauposal gonadotrophine
IA: Insémination artificielle
IBR: Infectious bovine rhinotracheite
IGF: Insuline-like growth factor
LH : Luteinising hormone

MIS : Meosis inducing substance



ND: Nom déposé

NEC: Note d’état corporelle

NEFA: Non esterified fatty acide
OCT: Ornithine carbamoyltransférase
ONIL : Office interprofesionnel de lait
PAL: Phosphatase alcaline

PBS: Phosphate buffered saline

PGC : Primordial germinal cells
PMSG: Pregnant mare serum gonadotropine
PVP: Plyvidone pyrolidone

SDH: Sorbitol déshydrogénase
SEM: Standard error of the mean

ZP: Zone pellucide



ANNEXE 2 : DETAIL DES REACTIONS OVARIENNES ET DES RECOLTES

PAR VACHE (EXPERIMENTATION 1)
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: utilisables

: classe ; NF : non fécondés ; Util

CJ : corps jaunes ; CI



ANNEXE 3 : DIFFERENTES CLASSES D’EMBRYONS

Classe | Qualité Description
¢ Embryon au stade normal de développement au jour de récolte.
Aspect sphérique, symétrique.
e Blastoméres polygonaux au stade morula, aspect compact.
1 Excellent
(Photos personnelle)
e Semblable a 'embryon de classe 1 mais asymétrique, peut
contenir des blastoméres détachés de la morula compacte
o Peut étre légérement en retard de développement par rapport
aux autres embryons de la méme récolte.
2 Bon
(Photos personnelle)
e Embryon en retard de développement de 1 a 2 jours.
e Blastomeres sphériques de taille différente au stade morula.
e Présence de vésicules dans les cellules, aspect plus claire ou
plus sombre que la normale
3 Moyen
(Photos personnelle)
e Embryon en retard de développement de plus de 2 jours.
e Limites cellulaires non distinctes.
4 Mauvais
(Photos personnelle)




ANNEXE 4 : NOTATION DU BCS SELON L’ASPECT EXTERNE




ANNEXE 5 : PLUSIEURS EMBRYONS RECOLTES LORS DE
L’EXPERIMENTATION (PHOTOS PERSONNELLES)

Jeune blastocyste (classe 1) Morula compacte (classe 1)

Embryons de différentes classes issus d’'une méme récolte



