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Résumé

Les principaux objectifs du transfert embryonnaire sont une meilleure utilisation des
femelles a fort potentiel génétique, et une diffusion simplifiée de cette génétique. Dans
I'optique de la production d’embryons par un protocole simplifié, deux vaches de race Holstein
de donneuses ont été constituées pour ce traitement selon I'hormone utilisée stimufol
(lysophilisat pFSH et pLH ) a 20% , a des doses constantes . Le traitement s'est étendu sur trois
jours a partir de J10 du cycle (JO = chaleurs de référence), le travail s’est déroulé au niveau de
la station expérimentale de l'institut vétérinaire Blida. On a commencé par le suivie des
chaleurs afin de déterminer les chaleur de référence puis le traitement de superovulation
simplifié en utilisant trois injections constantes de stimufol a 24h d’intervalle. La réponse au
stimulus est interprétée par l'obtention en moyenne de 18 CJ pour 3 vaches ; la premiére

vache avec 25CJ, la deuxieme 18CJ et la troisieme 11CJ.

Cette technique nécessite la maitrise ; du cycle, de la méthodologie de la récolte et la
disposition du matériels adéquat. Le résultat de cette étude était réussie du point de vue du
nombre de CJ obtenus, le nombre d’embryons était nulle il n’y a eu que des non fécondés et
cela pourrait étre lié a plusieurs facteurs tel que I'alimentation, environnement, hygiéne, état

de santé de I'animal, le stress, insémination retardée et le non-respect du protocole décrit.

Mots clés :

Chaleurs, Superovulation, follicules, corps jaune, embryons.
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summary

The main objectives of embryo transfer are a better use of females with high
genetic potential, and a simplified diffusion of this genetics. In view of the production of
embryos by a simplified protocol, two cows of the Holstein breed of donors were
constituted for this treatment according to the hormone used stimufol (lysophilisate
pFSH and pLH) at 20%, in constant doses. The treatment was spread over three days
from day 10 of the cycle (OJ = heat of reference), the work was carried out at the
experimental station of the veterinary institute Blida. The heat was followed to determine
the reference heat and the simplified superovulation treatment using three constant
injections of stimufol 24 hours apart. The response to the stimulus is interpreted by
obtaining an average of 18 CJs for 3 cows; the first cow with 25CJ, the second 18CJ
and the third 11CJ. This technique requires mastery; cycle, harvesting methodology and
adequate material layout. The result of this study was successful in terms of the number
of CJ obtained, the number of embryos was zero there were only non-fertilized and this
could be related to several factors such as diet, environment, hygiene, animal health
condition, stress, delayed insemination and non-compliance with the described protocol.

Keywords : Heats, superovulation, follicles, corpus luteum, embryos.
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Introduction générale

Le transfert embryonnaire ou transplantation embryonnaire, consiste a collecter
sur un animal vivant, nommé « donneur », des embryons aprés que cet animal ait subi un
traitement de superovulation. Ces embryons sont ensuite transférés a des femelles nommées
« receveuses » dont le cycle sexuel a été synchronisé avec I’'animal « donneur ». Ce transfert
peut étre effectué a I'état frais, c’est-a-dire directement, ou aprés congélation pour un transfert

ultérieur (MALAFOSSE A., 1997).

Le premier transfert embryonnaire réussi avec succes sur des animaux date de plus
d’un siécle. Il fut réalisé par Walter HEAPE dans I'espéce lapine en 1890 a I’Université de
Cambridge. En 1897, il publia un article indiquant que les embryons d’une race peuvent se
développer dans le tractus génital d’une lapine de race différente, sans que ces derniers ne
soient affectés par I'environnement utérin. Cette expérience marqua le début d’une nouvelle

ere dans le monde de la reproduction animale (HEYMAN Y., 2010).

Ce n'est qu’en 1951 dans le Wisconsin qu’est né le premier veau issu d’un transfert
embryonnaire. A cette époque, le transfert était réalisé de maniere chirurgicale. Puis au milieu
des années 1970, des méthodes de transfert embryonnaire non chirurgicales ont commencé a
se développer. Ces méthodes ont permis de simplifier le transfert, menant a des activités
commerciales et a une industrie de I'embryon, principalement dans I'espece bovine (HEYMAN

Y., 2010).

Des chercheurs frangais ont contribué a I’élaboration d’'une méthode de transfert
embryonnaire non chirurgicale. Ces recherches sur le transfert embryonnaire bovin ont été
conduites a I'INRA par le Pr Charles THIBAULT au milieu des années 1970. Son équipe a ainsi
proposé une méthode transvaginale pour réaliser les transferts embryonnaires bovins
(HEYMAN Y., 2010). En effet, initialement transférés par voie chirurgicale jusqu’en 1980, les
embryons le sont maintenant par une méthode dite « cervicale », consistant a déposer
'embryon au-dela du col de l'utérus par voie vaginale, ce qui a été a l'origine du réel
développement du transfert embryonnaire (PONSART C. et al.,, 2006). Aujourd’hui, les
transferts embryonnaires dans I'espéce bovine sont réalisés par des personnes professionnelles
de maniére presque, en suivant un protocole précis auquel chaque équipe peut apporter des
modifications. Il y a donc une méthode universelle, mais chaque équipe réalisant un transfert

embryonnaire peut y apporter une touche personnelle.

1



Le transfert embryonnaire est aussi utilisé aujourd’hui dans les schémas de sélection,
ce qui donne la possibilité d’augmenter et d’accélérer la diffusion génétique des meilleures
femelles, au méme titre que I'insémination artificielle permet d’accélérer la diffusion génétique

des meilleurs taureaux.

De différents protocoles hormonaux nécessaires a la mise en place d’un transfert
embryonnaire ont été utilisés appelant a des doses différentes d’hormones stimulantes, d’'une
assistance matin et soir du vétérinaire, un traitement onéreux d’hormones. Dans un but
économique des recherches amené a un protocole simplifié tout en diminuant le nombre
d’injection d’hormones et l'utilisation de doses constantes. L'objectif de ce travail est
d’interpréter la réaction de superovulation et comparer les résultats a celui obtenu dans les

protocoles classique.



CHAPITRE | : FOLLICULOGENESE

L'ovaire des mammiféeres est le siege de modifications histologiques et hormonales
importantes. Celles-ci témoignent ou participent a 4 événements essentiels de la reproduction
a savoir : la croissance des follicules, la régulation du nombre de follicules ovulatoires,
I'ovulation et la formation du corps jaune. (Article publié dans les Annales de Médecine

Vétérinaire, 2000, 144, 223-235).
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Figurel : le fonctionnement de I’ovaire(http://www.medjouel.com/wp-

content/uploads/2018/02/BA-TD-2-embryologie-appareil-g%C3%A9nital-de-la-femme.pdf)

1) Ovogéneése

L'ovogenése est définie comme étant I'ensemble des processus conduisant a la
formation et au développement des gamétes femelles ou ovules et les rendant aptes a étre
fécondés par les spermatozoides »(DERIVAUX et ECTORS 1986). Mais selon Norris et Lopez,
2011, l'ovogenese est définie comme I'ensemble des mécanismes permettant aux cellules
germinales de 'embryon de se diviser, se développer en follicules jusqu’a atteindre le stade de
follicule primordial. Chez I'ensemble des mammiferes, le tissu gonadique a pour origine
embryonnaire le mésoderme. Les cellules germinales promordiales proviendraient de la
différentiation de I'épithélium du sac de Yolk (une région de I'épiblaste adjacente a
I’ectoderme) pendant la vie embryonnaire ou peu aprées (NORRIS ET LOPEZ, 2011).Ces cellules

germinales migrent le long du mésentére dorsal de 'embryon en cours de formation jusqu’aux
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crétes génitales qui exercent un chimiotactisme positif, ou elles deviennent alors des ovogonies

(MONNIAUX et Al, 2009)

Production cychique de l'ovocyte : ovogenése
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Figue2 : schéma présentatif d’ovogenese

(http://mdevmd.accesmad.org/mediatek/mod/page/view.php?id=10464)

2) activité cyclique

Les bovins femelles présentent une activité ovarienne cyclique, a mettre en lien avec
les chaleurs qui apparaissent en moyenne tous les 21 jours en |'absence de gestation. Cette
manifestation réguliere du comportement de chaleurs, fait apparaitre la notion de cycle

oestrien.

Le cycle ovarien se décompose en deux phases en prenant I’ovulation comme point de
départ. Apres I'ovulation, on a une premiére phase de prédominance du ou des corps jaunes,
appelée phase lutéale qui dure 17 jours en moyenne. Puis on a une seconde phase de
régression des corps jaunes, mais surtout de croissance folliculaire, appelée phase folliculaire

ou préovulatoire, qui dure 4 jours.
2-1) Phase lutéale

Cette phase correspond a la lutéogenése et a la lutéotrophie, elle est la plus longue et
débute immédiatement aprés I'ovulation (MONTMEAS L., 2013). Elle s’achéve par le début de la
lutéolyse et le recrutement du ou des follicules cavitaires qui ovuleront au début du cycle

suivant.


http://mdevmd.accesmad.org/mediatek/mod/page/view.php?id=10464

Cette phase lutéale qui dure 17 jours en moyenne peut étre divisée en deux phases
correspondantes a deux phases du cycle cestrien. Durant les 4 premiers jours, on parle de
metcestrus qui correspond a la période de croissance du corps jaune qui atteint sa taille
maximale. Ensuite, tant que le corps jaune est présent et fonctionnel, on parle de dicestrus,

cette phase a une durée de 13 jours (BALL P. J. H. and PETERS A. R., 2004).

2-2) Phase folliculaire

Cette phase pré-ovulatoire débute a la lutéolyse et dure 4 jours. C’est durant cette
période gu’a lieu la croissance terminale d’un ou plusieurs follicules de De Graaf destinés a
ovuler (MONTMEAS L., 2013). Pendant que le corps jaune régresse, on parle de pro-cestrus
pendant 3 jours. Le 4éme et dernier jour de cette phase folliculaire correspond a I'cestrus,
période durant laquelle la femelle est réceptive sexuellement (BALL P. J. H. and PETERS A. R,,

2004). L’cestrus aboutit alors a I'ovulation qui marque le début d’un nouveau cycle sexuel.

3) Folliculogéneése

La folliculogenese est la succession des différentes étapes du développement du
follicule, depuis le moment ou il sort de la réserve jusqu’a sa rupture (MONTMEAS L., 2013)
mais La mise en place du potentiel folliculaire se fait bien avant la naissance chez les
mammiféres. Le nombre maximal de cellules gamétiques contenues dans |'ovaire est atteint
apres une premiere phase de multiplication aux environs du centiéme jour de gestation chez la
vache et décroit progressivement ensuite jusqu'a la naissance. A cette premiere phase succede
une phase de croissance et une phase de maturation, cette derniere concernant surtout
I'ovocyte. Cette évolution ne concerne qu'un nombre réduit de follicules, la plupart d'entre eux
subissant I'atrésie (Article publié dans les Annales de Médecine Vétérinaire, 2000, 144, 223-

235.)

A) multiplication

Les cellules germinales souches se multiplient entre le 60e et le 170e jour de gestation
(ERICKSON, 1966a ; RUSSE, 1983 ; WANDII et al., 1992). Se forme ainsi pendant la gestation un
stock de 2 millions d’ovogonies qui, une fois la phase mitotique terminée, entament une
division méiotique qui se trouve bloquée en prophase 1: elles se transforment ce faisant en
ovocyte primaire. Cette phase de multiplication est, chez la plupart des mammiféres, terminée

avant ou peu apres la naissance. L'importance du stock folliculaire ainsi constitué dépend de



I'espece (16.000 chez la brebis, 235.000 chez la vache) de la race, de l'individu, de I'age, du
niveau hormonal ou du statut de reproduction (BETTERIDGE et al., 1989 ; DRIANCOURT et al.,
1991a ; RUSSE 1983 ; ERICKSON, 1966b ; PETERS, 1976 ; ERICKSON et al., 1976 ; CAHILL, 1981) .
Cette réserve folliculaire décline progressivement au cours de la vie de I'animal. Chez la vache,
le nombre de follicules primordiaux a été estimé a 40.000 vers I’adge de 2 a 3 ans et a 2500 entre

12 et 14 ans (ERICKSON, 1966b).

B) croissance

Cette phase de croissance ne concerne que 10 % du stock folliculaire. Comprise entre
le moment ou le follicule quitte la réserve folliculaire et celui de l'ovulation, Cette phase se
caractérise par des modifications qui concernent tout a la fois le follicule et I'ovocyte qu’il

renferme. (MONNIAUX et al., 1983 ; LUSSIER et al., 1987 ; HULSHOF et al., 1994).

Cette croissance folliculaire préovulatoire comprend trois étapes : recrutement,

sélection et dominance.

Concernant le développement terminal, on parle de « vagues folliculaires » car le

développement des follicules se fait par vagues. Chez la vache, il y en a en moyenne 3 par cycle.

La premiere vague folliculaire commence le jour 1 du cycle, c’est-a-dire le lendemain
de l'ovulation. Les vagues suivantes commencent a des moments du cycle variés selon les
individus, sachant que plus le cycle est long chez une femelle plus le nombre de vagues est

important (STEVENSON J. F., 2007).

Le développement folliculaire est continu et comprend les stades de follicule
primordial, primaire et secondaire, constituant les follicules préantraux, puis les stades tertiaire
et de De Graaf représentant les follicules antraux (MONNIAUX et al., 1983 ; LUSSIERet al., 1987
; HULSHOF et al., 1994)

B-1)- Différents stades de follicules

Des plus petits au plus gros, on trouve les follicules primordiaux, les follicules

primaires, secondaires, tertiaires et les follicules De Graaf (MONTMEAS L., 2013).

Les follicules primordiaux sont de trés faible dimension (20 um), et chaque follicule

primordial est constitué d’un ovocyte primaire bloqué en premiere division méiotique. lls sont
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trés nombreux dans la période néonatale et la majorité d’entre eux dégénére par la suite

(BARONE R., 2001).

Au stade follicule primaire, I'ovocyte présente une ébauche de zone pellucide
(BARONE R., 2001). Le volume du follicule s’est un peu accru, et I'ovocyte est entouré d’une

couche de cellules cubiques ou cylindriques (MONTMEAS L., 2013).

Au stade de follicule secondaire, I'ovocyte atteint sa taille maximale. Les cellules
présentes autour de I'ovocyte se multiplient activement pour former un amas de plus en plus
important, la granulosa qui a un rdle nourricier pour le gamete femelle (MONTMEAS L., 2013).
A ce stade, la zone pellucide est bien visible, et une étroite zone de transition est apparue

entre elle et I'ovocyte (BARONE R., 2001).

Les follicules tertiaires ou follicules a antrum, ont une cavité remplie de liquide
folliculaire sécrété par les cellules de la granulosa sous |'action de la FSH. A ce stade, les
theques internes et externes sont bien différenciées (MONTMEAS L., 2013). Ces follicules
tertiaires ont donc I'aspect d’une vésicule sphérique emplie de liquide, et deviennent bientot

visibles a I'ceil nu (BARONE R., 2001).

Les follicules de De Graaf sont les follicules mars, ou préovulatoires, les plus

volumineux (12-19 mm de diametre chez la vache), et ils se distinguent par :

- Une cavité (antrum) trés volumineuse - Une theque interne richement vascularisée
dont les cellules synthétisent des androgenes - Une granulosa trés développée, dont les cellules
transforment en cestrogénes les androgénes produits par la théque interne (MONTMEAS L.,

2013).

Les follicules de De Graaf sont alors de gros follicules sur le point de libérer leur

ovocyte par déhiscence (BARONE R., 2001)
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Figure3 : Schéma des différents stades folliculaires de |'ovaire chez la vache

(https://www.dictionnaire-medical.net/term/10515,1,xhtml)

B-2) Notion de recrutement, sélection et dominance

Le terme "recrutement" s'applique a tout follicule qui a dépassé le stade auquel
habituellement la plupart des follicules deviennent atrétiques (FORTUNE, 1994). Il concerne
donc tout un ensemble de follicules entamant dans un environnement d'influence

gonadotropique une maturation susceptible de les conduire a I'ovulation.

La sélection fait référence au processus par lequel parmi les nombreux follicules en
croissance, seuls arriveront au stade préovulatoire des follicules en nombre caractéristique de
I'espéce ou de la race. Cette notion trouve sa confirmation dans la constance du nombre
d'ovulations malgré la diversité quantitative et qualitative de la population folliculaire entre

individus. L'atrésie joue un réle essentiel dans cette sélection.

Le follicule dominant a été défini comme une structure folliculaire qui croit a au moins

11 mm de diamétre et excede le diaméetre des autres follicules au sein d’une méme vague de
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croissance (GINTHER et al. 1989a, 1989d). 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
(SIROIS et FORTUNE, 1990 ; Ko et al., 1991) et d'ovuler dans un environnement hormonal
approprié (ROUILLE et al., 1989 ; GONG et al., 1993).

B-3)-Les vagues folliculaires

Chez la vache et la jument, au contraire, on en observe également pendant la phase

dioestrale du cycle (FORTUNE, 1994).

Certaines de ces études ont décrit la croissance folliculaire comme un phénomene
continu indépendant du stade du cycle (DONALDSON et HANSEL, 1968 ; CHOUDARY et al., 1968
; MARION et al., 1968 ; DUFOUR et al., 1972 ; SPICER et ECHTERKAMP, 1986). D'autres ont, par
contre, démontré la présence d'au moins deux périodes de croissance et/ou de régression au
cours du cycle, la premiére apparaissant au début de la phase lutéale et évoluant vers l'atrésie,
la seconde apparaissant en fin de phase lutéale, au moment de la lutéolyse, et aboutissant a
I'ovulation (RAJAKOSKI, 1960 ; SWANSON et al., 1972 ; MATTON et al., 1981 ; IRELAND et
ROCHE , 1987)

Chaque vague consiste en I'émergence, tous les 7 a 9 jours environ, de plusieurs
follicules tertiaires antraux de diaméetre égal ou supérieur a 2 mm, c’est I'étape de recrutement.
Durant cette étape, la croissance des follicules est dépendante de la FSH. Puis, au-dela d’un
diametre de 8 mm environ, un follicule est sélectionné parmi les follicules recrutés. Ce follicule
acquiere des récepteurs a la LH et peut continuer sa croissance tandis que les autres follicules
recrutés s’atrésies. Il s’agit de la phase de sélection. Enfin, ce follicule finit sa croissance sous
I'influence de la LH et finit par atteindre une taille d’environ 15 mm C’est la phase de
dominance. Dans le cas ou un corps jaune est présent, le follicule dominant s’atrésie et une
nouvelle vague démarre. Si un corps jaune n’est pas présent, le follicule dominant peut alors

terminer sa croissance et ovuler (LAIZEAU, 2003).

Si trois vagues sont observées, elles débutent en général aux 2emes, 9eme et 16eme
jours du cycle. Si 2 vagues sont observées, elles débutent en général au 2éme et 11eme jour du

cycle, ce qui explique la variation de longueur des cycles parfois observée (LAIZEAU, 2003).
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Ovulation par jours (https://slideplayer.fr/slide/3403584/)

C/ maturation

Elle concerne surtout I'ovocyte. Cette phase représente I'ensemble des modifications
cytologiques et métaboliques permettant l'acquisition par l'ovocyte de l'aptitude a étre

reconnu et pénétré par le spermatozoide, a assurer la formation du pronucléaire paternel et
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maternel et a permettre, grace a ses réserves (ARNm, ribosomes, protéines élaborés pendant la
phase de croissance), le début du développement embryonnaire. Elle est induite par le pic

ovulatoire.
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(https://fr.wikipedia.org/wiki/Ovogen%C3%A8se)
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4/’atrésie folliculaire

Encore appelée involution folliculaire, elle constitue le devenir de la majorité (99.9 %)
des follicules présents dans |'ovaire des mammiferes. Elle joue donc indirectement un réle
important dans la régulation du taux d'ovulation. Sa durée, ses causes et son mécanisme sont
encore mal connus faute d'une détection précoce et fiable. Cytologiquement, elle n'est
identifiable que chez les follicules primaires, secondaires ou tertiaires par la mise en évidence
de pycnose (grains de chromatine condensée) (HIRSHFIELD, 1989 ; ERICKSON, 1966a) ou
d'apoptose (corps apoptotiques) dans les cellules de la granuleuse (HUGHES et GOROSPE, 1991)
ou par l'identification de processus dégénératifs (opacification) au niveau de I'ovocyte (KRUIP et
DIELEMAN, 1982). Biochimiqguement, elle s'accompagne d'une augmentation des
concentrations en enzymes lysosomales et en glycosaminoglycans ainsi que d'une diminution
des concentrations en cestradiol (MARINA et al.,, 1991). La granuleuse disparait
progressivement et le cumulus se dissocie. L'ovocyte dégénéré reste la derniére cellule
identifiable. Sur le plan fonctionnel, la distinction entre les follicules atrétiques ou non peut
étre réalisée par la détermination du rapport de leurs concentrations en
cestradiol/progestérone (IRELAND et ROCHE, 1982), ou mieux encore, par le rapport de leurs
concentrations en cestradiol/ocytocine (MEIDAN et al., 1992). La réceptivité a I'hnormone LH
des follicules de la vague préovulatoire est comparable a celle des follicules des vagues
metoestrales ou dioestrales mais leur concentration en oestrogenes et androgénes est plus
élevée (DRIANCOURT et al., 1990 ; IRELAND et ROCHE, 1982). Différentes études ont précisé le
moment préférentiel d'apparition de I'atrésie (HIRSHFIELD, 1991 ; LUSSIER et al., 1987). Elles
sont basées sur I'analyse du temps nécessaire pour doubler le nombre de cellules des granuleux
visibles au travers de la plus grande coupe d'un follicule (notion de génération ou cycle
cellulaire). Deux faits essentiels ont ainsi été identifiés. La durée des cycles diminue avec leur

nombre.
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Figure 8 : schéma représentatif du recrutement, sélection, dominance et atrésie

folliculaire. http://physiologie.envt.fr/wp-content/uploads/2011/11/la fonction ovarienne-

2016.pdf)

5/Ovulation

L'ovulation est la libération d’un ou plusieurs gamétes femelles aptes a étre fécondés
apres rupture d’un ou plusieurs follicules pré ovulatoires. La rupture du follicule ne se fait pas
par augmentation de la pression interne mais grace a la fragilisation des parois (MONTMEAS L.,

2013).

Afin d’optimiser le moment de I'accouplement ou de I'insémination, il est important de
déterminer le moment de I'ovulation par rapport aux comportements de chaleurs de la femelle,
qui sont les seuls signes visibles pour I'éleveur. Chez la vache, I'ovulation a lieu 24 a 30 heures
apres le début de I'cestrus en moyenne. Donc en pratique, si I’éleveur observe une femelle en

chaleurs le matin, il I'insémine le soir suivant (ou le matin suivant si les chaleurs sont le soir).

Apres I'ovulation, le follicule subit des transformations morphologiques et

fonctionnelles qui conduisent a I'apparition du corps jaune.
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CHAPITRE Il : LA SUPEROVULATION

Les principaux facteurs limitant |'utilisation du transfert embryonnaire a ses débuts
étaient la variabilité dans la réponse au traitement de SO et le temps ainsi que les efforts requis
pour les traitements et la détection des chaleurs. Cependant, bien que la variabilité dans les
réponses des femelles donneuses soit toujours présente, les évolutions des protocoles ont
permis de s’affranchir de la nécessité de détecter les chaleurs, et ont permis d’inséminer une

femelle a un temps fixé par le protocole (BO G. A. and MAPLETOFT R. J., 2012).
1) Le moment idéal pour appliquer le protocole de superovulation

Pendant des années, les praticiens commencaient le protocole a la moitié du cycle de
I'animal (8-12 jours apres I'cestrus), de maniere traditionnelle, car c’est a ce moment-la qu’a
normalement lieu I'émergence de la deuxieme vague folliculaire. Il a été démontré que la
réponse au traitement était meilleure lorsque les injections de FSH commencent précisément
au moment de I'émergence d’une vague folliculaire, plutét qu’un ou deux jours plus tard. Il est
donc nécessaire de synchroniser le moment de I'émergence de la vague chez les animaux sur
lesquels le protocole de superovulation doit étre appliqué (BO G. A. and MAPLETOFT R. J.,
2012). En effet, plus de follicules sont recrutés et plus d’ovulations ont lieu quand le traitement
débute la veille ou le jour de 'émergence d’une vague folliculaire (MAPLETOFT R. et al., 2002).
Le praticien doit donc maitriser le cycle de I'animal avant de mettre en place en place un

protocole de superovulation (SO).
2) Les protocoles de superovulation

Depuis I'apparition du commerce de transfert d’embryons bovins, les protocoles de
traitements de SO sont en constante évolution avec |'objectif d’obtenir un grand nombre

d’embryons viables pour chaque donneuse.
a/Utilisation de I'« equine Chorionic Gonadotropin » (eCG)

Anciennement nommée PMSG (Pregnant Mare Serum Gonadotropin), I'eCG est
extraite de sérum de jument et est utilisé pour provoquer une superovulation. Le principal
inconvénient de I'eCG est sa double activité FSH-LH qui induit des réponses de superovulation

moyennes (VAN SOOM A. et al., 2008).
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Les protocoles traditionnels de superstimulation consistaient en une seule injection
d’eCG. L’eCG est une molécule qui a une longue demi-vie (plus de 40 heures), ce qui représente
un avantage certain au niveau pratique car une seule administration suffit pour induire une
superstimulation de l'ovaire. Cependant, il y a un inconvénient non négligeable qui est que
I'eCG entraine une augmentation des follicules larges au moment de la collecte, ce qui affecte

I'efficacité de la collecte et la qualité des embryons (BO G. A. and MAPLETOFT R. J., 2012).
b/Utilisation de la « Follicle Stimulating Hormone » (FSH)
1) Le protocole standard

Contrairement a I'eCG, la demi-vie de la FSH est bien plus courte, 5 heures seulement,
ce qui nécessite des administrations fréquentes pour induire la superstimulation des ovaires.
C’est pourquoi des injections intramusculaires biquotidiennes permettent de meilleures
réponses que des injections quotidiennes. De plus, les injections sont réalisées a doses
décroissantes tout le long du protocole (BO G. A. and MAPLETOFT R. J., 2012). Il est important
de bien respecter les deux injections de FSH par jour et les horaires. En effet, une étude a
montré qu’un retard de 6,5 heures pour la derniére injection de FSH supprimait la majeure

partie de I'efficacité de la superstimulation (VOS P. et al., 2004).
1-a)Les alternatives possibles au protocole standard
v" Une administration quotidienne de FSH

Une étude a montré l'influence de la voie d’administration de la FSH. En effet, lorsque
I’'on fait deux injections par jour, celles-ci sont réalisées par voie intramusculaire, alors que si on
ne fait qu’une seule injection par voie intramusculaire on n’a pas de résultats satisfaisants.
Cette étude a montré par contre que si on ne fait qu’une seule injection de FSH par jour mais
par voie sous-cutanée, cela donnait des résultats sensiblement équivalents aux deux injections

intramusculaires (BO G. A. and MAPLETOFT R. J., 2012).

De la méme maniere, les résultats d’une étude ont permis de montrer qu’une seule
injection quotidienne de FSH diluée dans une solution d’acide hyaluronique (5 ou 10 mg/ml)
permettait d’avoir un nombre d’embryons transférables semblable aux traditionnelles

injections biquotidiennes (BO G. A. and MAPLETOFT R. J., 2012).
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v' Lutilisation d’une solution de FSH pure

Une comparaison a été faite entre deux groupes de génisses Simmental. Un groupe
contrdle recevait 8 injections de Stimufol® sur 4 jours (protocole traditionnel). Dans le second
groupe, 5 injections de Stimufol® étaient remplacées par 5 injections de solution pure en FSH.
Les résultats montraient qu’il n’y avait pas de différences entre les deux groupes deux jours
aprés I'lA concernant le nombre de follicules ovulés et le développement embryonnaire
précoce. Mais sept jours apres I'lA le nombre de blastocystes était plus faible dans le groupe
ayant recu de la FSH pure comparé au groupe contréle. Ces résultats semblaient donc indiquer
qgue l'utilisation de FSH pure pour la superovulation était moins favorable au développement
embryonnaire précoce entre J2 et J7 (HAVLICEK V. et al., 2013). L'utilisation de FSH pure n’est
donc pas la meilleure alternative et ne peut remplacer les produits commerciaux tels que le

Stimufol®.
v" Une diminution de la fréquence d’administration de FSH

Des recherches ont également évalué si le nombre d’injections de FSH pouvait étre
encore plus allégé dans le protocole de SO, afin de limiter les manipulations des animaux et les
contraintes pour |'éleveur surtout en élevage allaitant. Un groupe controle, de race Blonde
d’Aquitaine, a recu une dose totale de 650 Ul de FSH de maniére dégressive sur quatre jours
avec des injections biquotidiennes, alors que le groupe expérimental, de race Blonde
d’Aquitaine également, a recu cette méme dose de 650 Ul de FSH de la maniére suivante :
162,5 Ul en intramusculaire et 325 Ul en sous-cutané (région rétro-scapulaire), et 48 heures
plus tard 162,5 Ul de nouveau en sous-cutanée dans la méme région. Autre différence entre les
deux groupes, le groupe contrdle recevait deux injections de 0,15 mg de prostaglandines 12h
avant et au moment du retrait de l'implant CIDR® (dispositif intravaginal a base de
prosgestérone), alors que le groupe expérimental n’en recevait qu’une de 0,15 mg au moment
du retrait de I'implant CIDR®.Les deux groupes étaient inséminés de la méme facon, et les
embryons collectés 7 jours plus tard. Aucune différence significative n’a été mise en évidence
entre les deux groupes, aussi bien pour le nombre total d’embryons collectés que pour le
nombre d’embryons transférables (FUENTES S. and DE LA FUENTE J., 2010).Cette étude prouve
gu’il peut étre possible d’alléger le protocole de SO en diminuant le nombre d’injections de

FSH, trois au lieu de huit, ce qui n’est pas négligeable surtout pour les éleveurs allaitant
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2) Les protocoles d’optimisation a la superovulation

Plusieurs études ont prouvé qu’il peut étre utile de préparer les animaux au protocole

de SO avec 'utilisation d’hormones.
a) Utilisation de progestérone

Une méthode d’optimisation consiste en la pose d'un implant auriculaire de
progestérone un a trois jours avant le commencement du protocole standard de SO. Les
résultats indiquent que cette méthode est bénéfique car elle permet d’augmenter le taux de
conception (76,2% contre 61,9%) et d’augmenter également le nombre d’embryons viables (3,7
contre 1,7) (MENARD D. P. et al., 2000). Une autre équipe de chercheurs francais a également
montré les effets bénéfiques d’un ajout de progestérone au protocole de SO, sur une durée
légérement plus longue. En effet, une supplémentation de 5 jours en progestérone débutant
deux jours avant la premiére injection de FSH permettrait d’augmenter la production
d’embryons en réponse a la SO. lls ont aussi montré que la production embryonnaire est
fortement affectée par des facteurs individuels, comme la parité, le rang de la collecte, et par
I'origine génétique de la donneuse qui semble influencer principalement la réponse a la super

stimulation (GOVIGNON A. et al., 2000).
b) Utilisation de FSH

Pour améliorer la réponse a la superstimulation, de petites doses de FSH peuvent étre
administrées deux fois par jour durant les deux jours précédant le début du traitement de SO

(BO G. A. and MAPLETOFTR. J., 2012).
c) Utilisation d’eCG

Une étude préliminaire a cherché a savoir si I’'ajout d’eCG avant le protocole de SO
avait un effet quelconque sur la production embryonnaire de génisses. C'est au moment du
retrait de I'implant de progestérone, servant a synchroniser les cestrus, qu’est injecté 300 Ul
d’eCG dans un groupe, et une solution saline dans le groupe contrdle, avant de poursuivre le
schéma classique de SO. Les embryons sont collectés sept jours apres I'lA, par lavage de
I'utérus, et l'influence du traitement est évalué sur le nombre moyen total d’embryons (TOT), le
nombre moyen d’embryons transférables (TRA), le nombre moyen d’embryons de qualité 1
(GR1), le nombre moyen d’embryons dégénérés (DG) et le nombre moyen d’ovocytes non

fertilisés (UFO).
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L'eCG semblerait augmenter la qualité des embryons, sans qu’aucune explication ne
soit avancée. En effet, le nombre d’embryons de qualité 1 est plus important pour le groupe de
génisses ayant recu cette hormone Les autres parametres étudiés ne présentent pas de
différence significative. Il est conclu que l'utilisation d’eCG durant le cycle avant la SO pourrait
étre un moyen d’améliorer la qualité des embryons produits par les génisses, mais le
mécanisme d’action reste inconnu. D’autres études sont nécessaires pour connaitre la dose

optimale a utiliser (GOVIGNON A. et al., 2001).

Des études ont montré qu’une administration de 500 Ul d’eCG tend a augmenter la
réponse superovulatoire en race allaitante. De plus, chez les donneuses répondant faiblement
habituellement, 'eCG permet d’augmenter la production d’embryons. La principale hypothése
permettant d’expliquer ce phénomeéne serait que ce prétraitement avec de 'eCG engendrerait
une augmentation du nombre de follicules recrutés dans la vague de croissance folliculaire (BO

G. A. and MAPLETOFT R. J., 2012).

d) Ablation manuelle des follicules

Il existe une méthode qui permet de synchroniser des femelles voire d’initier une

superstimulation sans utiliser d’hormones.

Cette méthode consiste en I'élimination de I'effet inhibiteur du follicule dominant par
une ablation échoguidée de ce follicule. Les études ont en effet montré qu’il suffit de supprimer
les deux plus gros follicules présents pour supprimer les effets d’un follicule dominant. Ainsi, la
superstimulation peut étre initiée 1 a 2 jours plus tard, au moment de I'’émergence d’une
nouvelle vague de croissance folliculaire. Bien que cette méthode ait prouvé son efficacité, son
utilisation est plus appropriée dans des conditions de centre de production d’embryons car elle
nécessite un certain équipement (échographe) et des personnes expérimentées (BO G. A. and

MAPLETOFT R. J., 2012).

4) Variabilité des réponses des donneuses a la superovulation

L'objectif des traitements de superovulation chez les bovins est d’obtenir un maximum
d’embryons viables et transférables avec une forte probabilité d’induire une gestation chez les
receveuses. Les réponses des animaux aux protocoles de superovulation ne sont pas
constantes. En effet, la variabilité des réponses ovariennes peut étre expliquée par plusieurs

différences entre chaque animal traité :
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1) Différences dans la préparation des gonadotropines.

2) Différences de lots des produits commerciaux.

3) Différences de doses utilisées.

4) Différences dans la durée du traitement.

5) Différences dans le moment de la mise en place du protocole par rapport au
cycle de la femelle.

6) Des utilisations d’hormones supplémentaires, comme la pré-synchronisation.
D’autres facteurs de variabilité sont également a considérer.

7) Ce sont les facteurs inhérents a I'animal et son environnement.

La superovulation : résultats

N de corps jaunes : >2 >4 >5
% de vaches : 85% 75% 65%

32

Figure 9 : résultat de la superovulation sur le CJ

(https://slideplayer.fr/slide/3405892/) (MAPLETOFT R. et al., 2002)

5) U'insémination de la femelle donneuse

De maniere général, I'insémination se fait de maniére artificielle (IA) lorsque les
chaleurs sont détectées ou lors du moment stipulé par le protocole de synchronisation. Selon le
protocole de SO utilisé, I'lA peut ainsi se faire aprés observation des chaleurs ou a I'aveugle

Collecte des embryons.
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CHAPITRE Ill : LA RECOLTE DES EMBRYONS
La récolte des embryons bovins par voie cervicale est réalisée en général a J7 (JO

: jour de début de I'oestrus). Cette période de récolte est la résultante de plusieurs

facteurs:
- la chronologie du développement embryonnaire étant bien connue comme chez les
bovins (HUMBLOT, 1981 ; PICARD, 1989b ; LN. R.A. et U.N.C.E.LA., 1990), il est

admis qu'a J5 (JO = jour du début de I'oestrus) tout embryon qui suit un

développement
normal atteint la corne utérine (Tableau ll) ;
- pour des raisons sanitaires, la législation (O.LE. et LE.T.S.) impose que I'embryon soit
transféré avant sa sortie de la zone pellucide (a partir du jour apres le début des
chaleurs) ;
-al7 les embryons libres dans I'utérus n'ont pas encore sécrété la substance
Indispensable au maintien de la gestation (NIBART et BOUYSSOU, 1981)
Cette substance va pouvoir étre sécrétée apres le transfert définitif sur des receveuses.

Au cours des 30 dernieres années, le taux de récupération des embryons au cours des
collectes est d’environ 65-75%. Cela indique que les techniques de collecte seraient
suboptimales et que des embryons restent dans le tractus génital de la donneuse apres la
collecte (WOLGAST T. et al.,, 2008). C’est pourquoi des recherches sont effectuées afin

d’améliorer ce taux lors de la phase de collecte.
1) Matériels
Matériel Il se composera des éléments suivants :

e Sondes dilatatrice : d’'une longueur de 60° cm, possédant une extrémité conique de 4
mm au sommet et de 7 mm a la base, elle permet de préparer le cas échéant le col a la

pénétration de la sonde de récolte.
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e Sonde de récolte : deux types sont disponibles. La premiére a trois voies est la sonde
IMV (Cassou).INRA. Elle assure un circuit continu du milieu de collecte. Une voie permet
de gonfler le ballonnet. Une autre permet d’injecter le liquide de récolte et la troisieme
assure la récupération du liquide injecté dans la corne. Cette sonde se compose d’'un
corps rigide de 56 cm de long et de 6 mm de diamétre. Il est muni d’'un bouchon
d’étanchéité postérieur et d’'un ballonnet en caoutchouc a son extrémité antérieure. Le
tuyau de récupération a une longueur de 160 cm et un diamétre de 3 mm. Il est muni a
son extrémité d’une bille métallique destinée a en faciliter la progression dans la corne
utérine. Il présente a son extrémité proximale des graduations qui permettent de juger
du degré de pénétration dans la corne utérine. Il est percé dans sa partie terminale
d’orifices. La seconde sonde est a deux voies (sonde de Han ; modele allemand). Une
voie permet de gonfler le ballonnet, tandis que la seconde permet d’injecter et de
récupérer en alternance le liquide de récolte des embryons. La sonde a une longueur de
70 cm et un diametre de 6 a 7 mm. Elle est munie d’'un mandrin interne pour la rendre
plus rigide et faciliter ainsi sa mise en place dans |'utérus.

e Seringues : 'une de 20 ml pour gonfler le ballonnet et I'autre de 50 ml pour injecter le
liguide de récolte.

e Liquides de récolte Il faut prévoir par récolte 1 litre environ (250 a 500 ml par corne
utérine) de PBS (Phosphate Buffered Saline). Certains auteurs utilisent une solution de
Bovine Serum Albumine (BSA) a 0.4 % ou du PBS additionné de sérum de veau foetal
(FCS) a 2%. Ces liquides seront placés dans un flacon stérile et maintenu a température
de 37 °C.( La production d’embryons in vivo dans I'espéce bovine Année 2008-2009
Prof. Ch. HANZEN)

2) Méthodologie de la collecte
2-a) Collecte des embryons par lavage des cornes utérines

Le jour de la collecte, les embryons sont récupérés grace a un lavage de chaque corne
utérine avec environ 500 ml de solution DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline). Pour
cela, une sonde 3 voies est utilisée. Cette sonde permet a I'aide d’'une seringue d’aspirer de la
solution DPBS puis de l'injecter dans la tubulure qui va a I'utérus, grace a un systeme manuel

d’occlusion des tubulures.
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La sonde introduite par la vulve, est mise en place de maniére trans-cervicale. En effet,
son extrémité arrive au-dela du col utérin et est placée dans une corne utérine. Dans un
deuxieme temps, la sonde sera déplacée et placée dans I'autre corne. Pour une installation
correcte, le technicien palpe 'utérus grace a une palpation transrectale et peut ainsi guider la
sonde. La sonde est mise en place dans l'utérus de maniére stérile. Lorsque la sonde est en

place, un ballonnet est gonflé afin de stabiliser le systeme.

Lorsque le systeme est bien en place, le lavage de la premiére corne utérine débute. Le
liguide est envoyé dans 'utérus grace a la sonde, sonde qui permet de récupérer ce liquide

dans l'utérus.

Lorsque le liquide de collecte est récupéré, ce dernier passe par un filtre sur lequel
sont récupérés les embryons .Une fois le lavage de la premiere corne utérine terminé, le

pistolet est mis en place dans la seconde corne utérine, et la méme opération est réalisée.

Ensuite, les embryons sont récupérés sur le filtre afin d’étre évalués puis lavés. Des
recherches sont menées actuellement sur la maniére d’améliorer la récupération des embryons

chez la femelle donneuse.
2-b) Utilisation d’un second lavage utérin

Les vaches qui présentent une trés bonne réponse au traitement de SO semblent avoir
des taux de récupération d’embryons augmentés aprés un double lavage, ce qui n’est pas le cas
apres un simple lavage. En effet, la technique du double lavage utérin augmente le taux de
récupération d’embryons de 20%, et semble avoir un avantage certain surtout chez les

donneuses avec les plus grands nombres de corps jaunes (BENDER R. W. et al., 2012).

I semble méme que des facteurs mécaniques, comme la marche, pourraient
influencer de maniere positive le nombre d’embryons récoltés avec le second lavage des cornes
(LANDMAN B. et al., 2006). Ces découvertes mettent en évidence que les embryons ne sont pas

récoltés en totalité par un lavage standard des cornes utérines.
3) Sélection des embryons viables : critéres IETS

Il existe des systemes de classification standards décrivant le stade de développement

embryonnaire et la qualité de I'embryon .La classification pour le stade de développement est
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un systéme numérique gradué allant de « 1 » (ovocyte non-fertilisé ou embryon a une cellule) a

« 9 » (blastocyste éclos) (ROBERTSON I. and NELSON R. E., 2010).

Chronologie

du développement
embryonnaire
(JoaJ9)

71| In Winterberger -
/|| Torrres et Sevellec
1987

Figure 10 : chronologie du développement embryonnaire jO-j9
(In Winterberger-Torrres et Sevellec 1987)

Le systeme de classification de la qualité de I'embryon est lui aussi numérique, allant

de 1 a4 (ROBERTSON I. and NELSON R. E., 2010) :

o Qualité 1 : qualité excellente ou bonne (Figure 11). La masse
embryonnaire est sphérique et symétrique avec des blastomeéres
individualisables uniformes en taille, couleur et densité. Les irrégularités
devraient étre relativement mineures, au moins 85% du matériel
cellulaire doit étre intact et 'embryon est viable. La zone pellucide doit
étre lisse et ne doit pas avoir de surfaces concaves qui pourraient

favoriser une adhésion de I'embryon a la boite de Pétri ou a la paillette.
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Figurell : J6 du développement, Morula (stade 4),

Qualité 1 (WRIGHT J. M., 2010)

o Qualité 2 : qualité acceptable (Figure 12). Des irrégularités de la masse
embryonnaire sont modérées mais plus nombreuses. Ces irrégularités peuvent
se situer au niveau de la forme de la masse embryonnaire ou au niveau de la
taille, de la couleur et de la densité des cellules. Au moins 50% du matériel

cellulaire est intact.

Figure 12 : J6 du développement, Morula (stade 4),
Qualité 2 (WRIGHT J. M., 2010)

o Qualité 3 : qualité pauvre (Figurel3). Il y a présence d’irrégularités majeures
dans la forme de la masse embryonnaire ou dans la taille, couleur et la densité
des blastoméres. Au moins 25% du matériel cellulaire est intact et 'embryon

est viable.
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Figure 13 : J6 du développement, Morula (stade 4),
Qualité 3 (WRIGHT J. M., 2010)

o Qualité 4 : embryon mort ou dégénéré. A ce stade, les embryons sont
dégénérés, ou les embryons / ovocytes ne sont constitués que d’une cellule et

sont donc non-viables

Il est reconnu que cette évaluation visuelle reste subjective et n’est pas une science
exacte. De plus, d’autres facteurs interviennent comme les conditions environnementales, la
santé de la receveuse et I'aptitude du technicien qui sont tout aussi importants que la qualité
de I'embryon pour l'obtention d’une gestation aprés un transfert embryonnaire. Il existe
plusieurs systemes pour grader la qualité de I'embryon et certains systemes sont plus
sophistiqués que d’autres. Les personnes qualifiées qui graduent les embryons choisissent la
méthode la plus appropriée en fonction de leur expérience. Généralement, seuls les embryons

de qualité excellente ou bonne sont utilisés dans le commerce international.

De plus, il est important de grader la qualité d’'un embryon, car cette qualité joue un
réle dans la réussite du transfert. Ainsi, en Finlande, les résultats de transferts d’embryons a
I’état frais sont moins bons que les transferts d’embryons congelés. Cela peut étre expliqué par
le fait que 40% des embryons transférés a I'état frais sont des embryons de qualité Il ou lll, et le
plus souvent également biopsies. De plus, la majorité des embryons congelés sont de qualité |
et non biopsies. Or, la qualité de I'embryon et la réussite d’un transfert sont positivement

corrélées, ce qui explique les résultats obtenus dans ce pays (LINDEBERG H. et al., 2008).
4) Le transfert d’embryons frais

Lorsque les embryons sont mis en place sur les receveuses aptes le méme jour que la

collecte, on parle de transfert d’embryons a I’état frais.

Le transfert de 'embryon se fait a I'aide de ce que I'on appelle une sonde, comme

pour une insémination artificielle. L'objectif est de traverser le col avec cet outil sur lequel se
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trouve la paillette, et d'implanter 'embryon dans la corne utérine ipsilatérale au corps jaune de
la receveuse. La qualité des corps jaunes, et donc l'identification de la corne utérine qui recevra
I'embryon doit étre évalué au préalable afin de connaitre le nombre de receveuses aptes a étre

gestantes.

Concernant I'étape de la mise en place de I’embryon, plusieurs paramétres influencent
sa durée, et donc potentiellement la réussite d’'une future gestation. En effet, si la durée de la
mise en place a travers le col est supérieure a 60 secondes, le taux de gestation est de 20,5%,
alors gu’il est de 56,7% si cette durée est inférieure a 60 secondes (JASKOWSKI J. M. and
URBANIAK K., 2006).

Autre facteur important, la réalisation ou non d’une anesthésie épidurale influe sur la
durée de la mise en place. Lorsqu’une telle anesthésie est réalisée, le transfert dure 58,6
secondes contre 42,1 secondes dans le cas contraire. Néanmoins, la durée reste en moyenne
inférieure a 60 secondes et le confort de I'animal est plus grand. Le matériel utilisé pour la
transplantation, plus précisément le type de sonde, a également une influence non négligeable.
Il a été comparé un matériel plagué or avec un matériel uniquement fait de métal non plaqué.
Les transferts réalisés a I'aide de la sonde plaquée or étaient en moyenne 20 secondes plus

rapides. (JASKOWSKI J. M. and URBANIAK K., 2006).

Comme la mise en place de I'embryon est réalisée a I'aide d’'une sonde passée au
travers du col de I'utérus, on peut étre amené a penser que cela provoque une inflammation.
C'est pourquoi l'utilisation d’un anti-inflammatoire a été étudiée. Une étude a montré que
I'utilisation d’un anti-inflammatoire non stéroidien, en I'occurrence la Flunixine-Méglumine a la
dose de 830 mg par animal en intramusculaire immédiatement apres le transfert
embryonnaire, n’induit pas d’amélioration statistiquement significative des taux de gestation

(CZELADKO J. et al., 2009).

Outre la présence d’un corps jaune de bonne qualité chez une receveuse, d’autres
parametres peuvent entrer en compte afin de choisir la potentielle meilleure receveuse pour

augmenter les chances d’obtenir une gestation.
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LA PARTIE EXPERIMENTAL

Chez les bovins, le transfert d’embryons s’est développé sur une base commerciale, le
principal facteur qui détermine le nombre d’embryons transférables est le nombre d’ovulations
induites, L'étude suivante est basée sur le choix du protocole de superovulation abrégée avec

méthode de récolte classique.

1- Objectif de I’étude
Utiliser un protocole de superovulation simplifié dans le but de vérifier son
efficacité, comparer les résultats obtenus a ceux cités par certains auteurs en utilisant un

protocole classique.

Apprendre a maitriser le cycle de la vache, palpation rectale des structures de
I'appareil génitale avant et apres superovulation, I'observation des chaleurs, insémination
artificielle et connaitre la méthodologie de la récolte ainsi la technique d’observation au

microscope et classification des embryons en suivant les critéres.

2- Matériels et méthodes

= Les étapes a suivre
° choix de la donneuse par examen général et spécial
. Le suivie de la synchronicité des chaleurs
. Traitement de superovulation
. La récolte
° Observation et classification au microscope

= Zone d’étude et période de travail

Le travail a été réalisé au niveau de la station expérimental de l'institut de science
vétérinaire de 'université Blida 1, qui a été entamé le vingt février de 'année 2018 jusqu’au
vingt-sept juin de I'année 2019. La ville est située a 47 km au sud-ouest d'Alger, et a 26 km au
nord-est de Médéa, sur la bordure Sud de la plaine de la Mitidja a 22 km de la mer. La ville de
Blida est située au pied du versant nord de I'Atlas blidéen et au Sud de la plaine de la Mitidja, a
une altitude de 260 métres. Elle est localisée sur un cone de déjection construit par I'oued
Roumman-El Kebir. L'Atlas tellien protege la ville des vents secs du sud en provenance

des Hauts Plateaux. Cette protection permet a la région de bénéficier d'un climat

méditerranéen propice a l'agriculture.
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=  Animaux:

Deux vaches de race Holstein : une génisse agée de deux ans ainsi une nullipare agée
de onze ans, elle héberge une stabulation entravé avec une bonne aération, alimentation a

base de paille, concentré et prairie matin, I'attitude de I'animale était agressif et craintif.

Le choix des donneuses était basé sur le score qui était aux alentours de 2.75, un
bassin avec une bonne conformation symétrique, absence de toute pathologie ; locomotrice,

génitale, métabolique, des vaches cycliques.

A) Matériels :

1- Contention de la vache

. Pince mouchette

. Corde

" Le travail

. Gants de fouiller rectal

] Anesthésie épidural : lidocaine 20 mg/ml

Photo n°1 (personnel) : injection de la lidocaine
2- Examen clinique de la vache
Ll Stéthoscope

= Thermometre
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3- Matériels utilisés dans la super ovulation

Les gants gynécologiques

Alcool et coton

Seringue 5 cc

Hormone : FSH « Stimufol » solution injectable :

o, by

<> on a utilisé FSH a 20%; flacon de lyophilisat injectable de
follitropine porcine et lutropine porcine (500 microgramme pFSH soit 0.05mg
pourl00 microgramme soit 0.01mg PLH) et flacon de 10ml de solvant SMP (chlorure
de sodium 90mg , parahydroxybenzoate de méthyle 10mg , parahydroxybenzoate de

propyte 2.5mg ,eau pour préparations injectable,q.s.p 10ml)

AL

Stimufol
(LYOPHILISAT INJECTABLE DE
FOLLITROPINE PORCINE

ET LUTROPINE PORCINE)
FLACON DE LYOPHILISAT ET
FLACON DE 10 ml DE SOLVANT
SUPEROVULATION DES FEMELLES BOVINES

rue du Tileul 198, B-4861 Sowon-Pepy
Té. 432 {0}477 29 70 18 - Fa
Em

Photo n°2 (personnel) : le produit de stimufol.
4- Préparation et nettoyage de la région périnéale

- Seau

alcool ou Bétadine

- Eau

Eponge

5- Larécolte des embryons

Des gants gynécologiques

4 seringues (1de 20 ml pour gonfler le ballonnet, 2 de 50ml pour injecter le

liquide de récolte)

Sonde de récolte: de Foley a deux voies ( une voie permet de gonfler le
ballonnet, la seconde permet d’injecter et récupérer en alternance le liquide de récolte des

embryons . Elle est munie d’'un mandrin interne pour la rendre plus régide).
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Dilatateur cervical

Filtre a embryon

Bouteille en verre

Chemise sanitaire

Liguide de récolte: PBS (phosphat buffered saline): (heps, D-glucose, Na-

pyruvate, kanamycin, gentamicine) conservé 4°C a 20°C

- Le sérum physiologique

Photo n°3(personnel): A) la génisse utilisée B) matériels utilisés (gants a fouille
rectale, bouteille en verre pour verser le liquide récolté, alcool pour
désinfction,seringues , PBS, chemise, xylocaine ) C) seringues de 20 et 50 ml,BPS ,
sonde dilatatrice et sonde de récolte ) D) réchauffer le liquide de récolte « BPS » .

6- Observation des embryons

- Microscope optique ; utilisation des objectifs *40 et *100

- Boite de pétrie avec quadrillage
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a)

Photo n° 4 (personnel) : a)le microscope optique b) boite avec quadrillage pour

I'observation du liquide récolté.

B) Méthodologie du travail
° Suivie des chaleurs :

Tablel : le suivie des trois cycles des vaches

Les vaches Date des chaleurs

Vache 1 23/0/12/2 14/01/201 05/02/201
018 8 8

Vache 2 19/02/201 11/03/201 01/04/201
9 9 9

Vache 3 28/02/201 / /
9

. La superovulation

- désinfecter et injecter en IM sur I’encolure de pFSH selon le protocole observé
dans le tableau 2 pendant 3 jours successifs.

- Injecter des Prostaglandines (PGF2a) le troisieme jour du traitement pour
détruire le corps jaune existant et déclencher les mécanismes hormonaux précurseurs de

I'ovulation.
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° L’'insémination artificielle

Photo n°5 (personnel) : I'insémination artificielle

° La récolte (corne puis I'autre corne) de durée : 50min
Le préléevement des embryons est effectué 7 jours apres la fécondation :
- I'animal placé dans un travail de contention, réaliser une épidurale 5ml de
xylocaine a2%.
- le rectum est débarrassé des matieres fécales et la région vulvaire lavée et
désinfectée
- la sonde de récolte rincée au moyen de sérum physiologique puis recouverte
d’une chemise sanitaire, elle est introduite dans le vagin en longeant le plafond pour éviter
le méat urinaire, une fois arrivée au col, la chemise sanitaire rompu.

Introduire la sonde a I'aide du mandrin dans I'une des cornes

gonfler le ballonnet pour fixer la sonde

Enlever le mandrin, Une totalité de 250 ml de PSB injecté pour chaque corne.

Renverser dans le filtre d’embryon et la bouteille en verre le liquide récolté.

Injection de la PGF2alpha et antibiotique pour complété I'intervention.
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Photo n° 6 (personnel) : a) contention de la vache dans le travail b) réalisation
d’une épidurale c) introduction d’'une sonde dilatatrice d) introduction d’une sonde de
récolte d) injection et récolte du liquide (lavage des cornes) e) dép6t des embryons pour
décanter pendant 20 a 30 min. f) siphonage du surnageant g) observation au microscope
optique du fonds qui a été mis dans des boites de Pétri quadrillées.

. classification des embryons
A l'aide d’une loupe binoculaire (x4 a x100) pour déterminer le stade de

développement de 'embryon.

USAGE VETERINAIRE | I

Photo n°7(personnel) : composition de PGF2a

e Protocole simplifié de la super ovulation utilisé

Table 2 : le protocole simplifié de superovulation utilisé

Le jour L'objectif
JO : lundi le 05/02/2018 Chaleurs de référence
J10: jeudi 15/02/2018 - FSH/LH
J11 : vendredi 16/02/2018 - FSH/LH
J12 : samedi 17/02/2018 - FSH/LH
- PG
J13: (jO) dimanche 18/02/2018 Observation des chaleurs de

superovulation

J14 : (j1) lundi 19/02/2018 Insémination artificiel
J21:(j7) lundi 20/02/2018 Récolte et observation des
embryons
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Chaleur de référence : le traitement de superovulation dans la phase pro cestrus c’est-
a-dire 9 a 15 jours apres une chaleur dite de référence, qui a était observée et une fois induite

par la synchronisation de prostaglandine a 11 jour d’intervalle.

Chaleur de superovulation : obtenue par I'injection unique d’une prostaglandine apres

le début du traitement de Pfsh.

Table3 : traitement de la superovulation .

JO : vendredi 01/04/2019 Chaleur de référence
J10 : dimanche 10/04/2019 - FSH/LH
J11:lundi 11/04/2019 - FSH/LH
J12 : mardi 12/04/2019 - FSH/LH

Table4: traitement de superovulation au moyen de synchronisation avec la PGF2a

Le jeudi 16/05/2019 1 injection de la PG
Le lundi 27/05/2019 2 injections de la PG
Le dimanche 02/06/2019 Observation des Chaleurs
Le samedi 15/06/2019 - injection FSH a 13h

Le dimanche 16/06/2019

injection FSH a 10h

Le lundi 17/06/2019 injection FSH a 9H et la PG

Le Mardi 18/06/2019 - observation des chaleurs a
9.30h

Le mercredi 19/06/2019 IAa13h

Le jeudi 27/06/2019 La récoltea 15 h
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3) Résultat

Table5 : intervalle chaleur-PG sur 48h

Vache /intervalle <48h >48h
chaleur-PG

Vachel + -

Vache2 + -

Vache3 + -

) L'injection de la PG a été faite a 9h du matin, I'observation des chaleurs le

jour qui suit a 9.30h du matin cela veut dire que l'intervalle PG-chaleur était de 24h (tres

tot).

Table 6 : nombre de corps jaunes par ovaires aprés superovulation

Vache/nombre de Ovaire Droit Ovaire gauche
c

Vachel 13 12

Vache2 8 10

Vache3 6 5

. Le nombre de CJ palpés varie d’une vache a l'autre :

- Le traitement de superovulation a été pratiqué au 10jr aprés chaleurs de
référence a 24h d’intervalle respecté.

- Le traitement de superovulation a été pratiqué au 10jr aprés chaleurs de
référence a 24h d’intervalle respecté mais pas d’utilisation de la PG le dernier jour du
traitement.

- Le traitement de superovulation a été pratiqué au 13jr aprés chaleurs de

référence.
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Table7 : nombres et classification d’embryons récoltés

Vache/emb Embryons Embryons Les non
ryons récoltés transférables non transférables fécondés
Vachel 0 0 4
Vache2 / / /
Vache3 0 0 10
° Il N’y a eu aucuns embryons récoltés que des non fécondés a des taux
variables.

Photo n° 8 (personnel): différents ovocytes non fécondés
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4) discussion
I Traitements de superovulation

La réponse au stimulus est interprétée selon les paramétres suivants :

1-  Intervalle PG-chaleur

On a obtenu des chaleurs précoces car L’intervalle entre l'injection de
prostaglandine et l'observation des chaleurs était de 24h, par conséquent des
ovulation prématuré et vu qu’une seule insémination artificielle a été réalisé 28h apres
début de chaleurs ce qui peut expliquer I'une des raison de la non fécondation des
ovocytes et donc I'obtention que des non fécondés lors de la récolte.

D’apreés les auteurs :

L'cestrus apparait 35 a 48 heures apres l'injection d’une prostaglandine soit
environ 24 heures plus tot que I'cestrus ainsi induit chez des animaux non superovulés.
Ainsi, le début des chaleurs de superovulation est observé en moyenne 36 a 44 heures
aprés l'injection d’'une PGF suite a celle de PMSG et entre 33 et 48 heures si la
superovulation a été induite au moyen de pFSH (Ponsart et Humblot 2002 In Livre des

Prostaglandines)

La date de réalisation de linjection de PG est importante puisqu’elle
conditionnera le moment de I'lA., La plupart des protocoles prévoient 2 IA a réaliser
respectivement a 12H (plus ou moins 2 a 3 heures) apres le début des chaleurs
observées et 24H. Si une seule IA est réalisée (dose du taureau chere), celle-ci est a
réaliser dans la mesure du possible entre 17 et 19H apres le début des chaleurs.

La dose de prostaglandine injectée est sans influence sur la vitesse de la
lutéolyse. L'effet lutéolytique est donc comparable chez les femelles superovulées et
non superovulées et ne dépend ni de la prostaglandine ni de la dose injectée. En phase
cestrale proprement dite, la progestéronémie est supérieure a celle observée chez des
animaux non superovulés. Elle n’est pas imputable a une lutéolyse incompléte mais
résulte du fait que les follicules qui se sont développés en grand nombre sécrétent
toujours un peu de progestérone, certains d’entre eux se sont par ailleurs en partie
lutéinisés sous l'effet de la composante LH des hormones de superovulation. Une
progestéronémie excessive pourrait étre liée a des ovulations prématurées, phénomene

plus souvent rencontré chez les génisses (HANZEN 2008)
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2- NombredeCJ

On a pu obtenir 25, 18,11CJ successivement sur trois génisses expérimentées donc

une bonne réponse au traitement « stimufol » a trois injections a faible doses.

D’aprés I'auteur (COLLEAU et al. 1998). On estime d’une maniere générale que 85
% des donneuses répondent a un traitement de superovulation c’est-a dire présentent plus
de deux corps jaunes. 75 % présentent plus de 4 corps jaunes et 65 % en ont plus de 5. Le
nombre de corps jaunes peut aisément étre estimé aprés abattage de I'animal. Par
endoscopie, la corrélation est de 0.89 et de 0.6 quand le diagnostic est réalisé par palpation
manuelle des ovaires. On estime a 7.8 le nombre total moyen d’embryon produit apres
superovulation. Le nombre moyen d’embryon s transférables est de 5.6 soit 72 %, 71 %

étant de qualité 1 et 29 % de qualité 2.

- Nombre d’embryons

Aucuns embryons transférables et non transférables obtenu on a eu que des non
fécondés qui sont donc éliminés alors que normalement selon HANZEN ;

Le nombre moyen d’embryons transférables a été respectivement de 4.6 et de
3.7. Le nombre moyen de lactations des animaux récoltés a été de 2.5. 93 % des récoltes
ont concerné des vaches primipares (20 %) ou pluripares (73 %). Le nombre moyen
d’embryons transférables obtenu s’est avéré supérieur pour les vaches en 2éme (4.6)
voire 3eme lactation (4.9) que pour les génisses (4.1), primipares (4.1) ou les vaches plus
agées (3.8 a 4.8). L'intervalle moyen entre les récoltes a été de 111 jours. (HANZEN 2008-
2009)
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5) Conclusion

Dans notre étude la réponse au traitement de superovulation par un protocole
simplifié a donner de bon résultat de point de vu de nombre CJ obtenu, en revanche le nombre
d’embryons récoltés était nul. Plusieurs obstacle rencontré durant le travail, a savoir la non
coopération des éleveurs et difficulté de détection des chaleurs. Les génisses avec entretien
médiocre, alimentation faible, animaux mal traités et stressés, animaux d’expérimentation pour
les étudiant qui peuvent tous palper ce qui a induit des pathologies génitales tel que pneumo

vagin, endométrite.

Cette technique est intéressante de point de vue économique car elle permit de
réduire le gaspillage folliculaire induit par I'atrésie, la sélection de la génétique et donc
I'amélioration du troupeau, cependant elle nécessite un matériels adéquat qui est onéreux, des
conditions d’élevage et d’entretien optimale. Cette technique reste un bon choix

d’amélioration des performances d’élevage.
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