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Résumé

L’objectif de notre travail vise a évaluer I’évolution de progestéronémie au cours du cycle
cestral chez la brebis. Aprés une synchronisation des chaleurs par deux injections d'un analogue
de prostaglandine (Cloprosténol) avec un intervalle de 11 jours, des prélevements sanguins ont
été réalisés pendant 21 jours pour la détermination la progestéronémie par la technique immuno-
enzymatique ELFA. Les résultats issus d’une synthése bibliographique montrent que les taux de
la progestéronémie au cours du cycle sexuel chez les brebis sont en dessous de 1 ng/ml (valeur
minimale) lors de 1’cestrus et atteint une valeur maximum en phase lutéale (avec une variation
individuelle). Ces résultats montrent 1’existence d’une interrelation entre plusieurs facteurs
notamment la race, la prolificité (nombre et taille du corps jaune), alimentation et effet bélier et
la progestéronémie. En conclusion, le profil d’évolution de la progestéronémie est comparable
chez toutes les races ovines et la concentration est liée a la taille du corps jaune. L’évaluation de
la progestéronémie permet de déterminer 1’état fonctionnel du CJ, I’état physiologique (puberté,

cyclicité et gestation) et le stade du cycle cestral.

Mot clés : Progestéronémie, brebis, cycle cestral, immunodosage.



Abstract

The objective of our work is to evaluate the evolution of progesterone concentration during
the estrous cycle in ewes. After estrous synchronization by two injections of a prostaglandin
analogue (Cloprostenol) with an interval of 11 days. Blood samples were collected for 21 days
for the determination of progesterone concentration by the enzyme-linked immunofluorescence
assay (ELFA). Results from a literature review show that the levels of progesterone
concentration during the sexual cycle in ewes are below 1 ng/ml (minimum value) during estrus
and reach a maximum value in the luteal phase (with individual variation). These results show an
interrelation between several factors including breed, prolificity (number and size of corpus
luteum), diet and ram effect, and progesterone concentration. In conclusion, the pattern of
progesterone concentration evolution is comparable in all sheep breeds and the concentration is
related to corpus luteum size. The evaluation of progesterone concentration makes it possible to
determine the functional state of the CL, the physiological state (puberty, cyclicity, and

gestation) and the stage of the estrous cycle.

Keywords : Progesterone, ewe, estrous cycle, immunoassay
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Introduction

En Algérie, 1'¢levage ovin a toujours occupé une place significative dans l'économie
nationale. Afin de satisfaire les besoins alimentaires des consommateurs en protéine animale, des
objectifs et des stratégies de production ont été définis (Bessaoud et al., 2019).

Chez les especes animales dont la reproduction est saisonni¢re, comme les ovins, la
connaissance de I’activité sexuelle est essentielle aussi bien pour la connaissance des potentiels
de reproduction des races que pour des pratiques d’¢élevage (Maton ef al., 2010). L'expression de
cette activité sexuelle dépend de facteurs internes notamment le taux d'hormones stéroidiennes
sexuelles (Fabre-Nys, 2000).

L'évaluation de la concentration plasmatique de la progestérone au cours du cycle sexuel
est nécessaire pour déterminer la cyclicit¢é d’une brebis (Meyer et Yesso, 1991), réaliser un
diagnostic précoce de gestation, induire 1’cestrus et 1’ovulation @ un moment choisi par 1’éleveur
et il est ainsi possible d’avancer la période des saillies ou des inséminations artificielles (De-
Fontaubert, 1988).

Dans la partie bibliographique, nous aborderons en quelques rappels sur la physiologie de
la reproduction des brebis, notamment les événements ovariens et endocriniens du cycle sexuel.
Nous présenterons plus particuliecrement le métabolisme et la régulation physiologique de la
progestérone ainsi les techniques utilisées pour le dosage de progestérone et son intérét
d’utilisation dans la conduite de reproduction chez les ovins.

Dans la partie expérimentale, nous présenterons le matériel et les méthodes qui devaient
étre utilisés pour déterminer le profil d’évolution de la centration plasmatique de la progestérone
chez la brebis vivant en zone aride. En raison des conditions sanitaires due au Covid-19, la partie

résultats et discussion résulte en une synthése des travaux réalisés chez d’autres races ovines.



Partie bibliographique



Chapitre I : Physiologie
de la reproduction



Chapitre 1 Physiologie de la reproduction

La fonction de la reproduction joue un réle important dans I’économie, elle assure le
renouvellement des troupeaux et aussi la production de viande et de lait. Elle est assurée par un

certain nombre d’organes dont I’ensemble forme I’appareil reproducteur (Castonguay, 2002).

I. Anatomie de ’appareil reproducteur

L’appareil génital de la brebis est situé¢ dans la cavité abdominale (Figure 1a) et divisé en

deux parties : section glandulaire et section tubulaire (Figure lb).
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Figure 1 : Localisation (a) et anatomie (b) du tractus reproducteur de la brebis (Bonnes et al.,
1988)

I.1. Section glandulaire
La section glandulaire comprend deux ovaires, glandes mixtes en forme d’amande ayant
deux fonctions : endocrines et exocrine (libération d’ovule) (Constantinescu, 2007).
Chaque ovaire est compos¢ de deux tissus distincts :
-le cortex, partie superficielle renfermant des follicules ovariens et/ou corps jaune a divers
stade de leur développement.
-et le stroma (médullaire), partie centrale, composé d’un tissu conjonctif fibroblastique et de

vaisseaux sanguins nourrissant les cellules ovariennes (Baril et al., 1993).

1.2. Section tubulaire

I.2.1. Oviductes

Lieu de fécondation, deux structures tubulaires circonvolutionnés. Dans le cas de
fécondation, I’oviducte permet la capture, le transport, les modifications et la survie des ovules

ovulés, ainsi que le transport et les modifications des spermatozoides juste avant la fécondation

(Bazer, 2020).
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1.2.2. Utérus

Lieu de gestation, chez la brebis 1’utérus est de type bicorne composé de trois segments
distincts : deux cornes utérines, un corps utérin et un cervix constitué¢ d’environ 5 a 7 anneaux
cervicaux qui obstruent le passage et séparent l'utérus du vagin et donc I’isoler de

I’environnement extérieur, limitant ainsi les possibilités d’infection (Castonguay, 2018).

1.2.3. Vagin

C’est le lieu d’accouplement. Il a la forme d’un canal unique situé entre le col de I'utérus et
’orifice urétral externe. Son apparence intérieure change en fonction du stade du cycle sexuel

(Constantinescu, 2017a).

1.2.4. Vulve et clitoris

Organes érectiles sensibles, sont considérés comme les parties externes de l’appareil
génital femelle. La vulve est située en position subanale et est formée par une paire de levres

dont chacune est constituée par deux revétements cutané et muqueux (Barone, 1990).

I1. Folliculogéneése
C’est I’ensemble des processus par lesquels un follicule primordial évolue vers un follicule
mlr prét a ovuler. Le développement des follicules se fait en trois phases : Phase de

multiplication, phase de croissance et phase de maturation (Leborgne et al., 2013).

I1.1. Phase de multiplication
A 35 jours d'age foetal chez la brebis, les cellules germinales se différencient en ovogonies,
ces dernieres se multiplient et forment un stock limité de follicules primordiaux (environ 50000

follicules) constitués d’ovocytes bloqués en prophase I de la méiose jusqu’a la puberté (Baril et

al., 1993).

I1.2. Phase de croissance

Une fois constituée, la réserve ovarienne de follicules primordiaux subit deux de
mécanismes, 1’'un conduisant a 1’apoptose ovocytaire durant la vie feetale et I’autre conduisant au
développement folliculaire. Chez la brebis, trés peu de follicules atteindront finalement

I'ovulation, d’environ 50 a 200 follicules au maximum (Fair, 2003).
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La croissance folliculaire est caractérisée par 1’augmentation du volume ovocytaire et la
prolifération des cellules de granulosa qui acqui¢rent une forme cuboidale et se développent en
couches formant ainsi des follicules primaires, secondaires, tertiaires puis antraux (de De Graaf)

(Tableau 1) (Monniaux et al., 2009).

Tableau 1 : Classification et caractéristiques des follicules ovariens (Mescher, 2010; Bartlewski

etal.,2011)
Catégorie de
Caractéristiques des follicules Structures histologiques
follicules
Primordiale Ovocyte entouré d'une couche partielle ou
compléte de cellules folliculaires squameuses
Intermédiaire ) .
Follicules contenant a la fois des cellules
(transitoire) o
folliculaires squameuses et cuboides
Primaire Follicule avec une seule couche (partielle ou
complete) de cellules cuboides de la granulosa
Secondaire Follicule avec plusieurs couches de cellules de
la granulosa entour¢ d'une zone pellucide
Antral ) ) )
Follicule avec une seule cavité remplie de
(De Graaf) o
fluide situé au centre

Chez la brebis, la croissance folliculaire se présente en forme de vagues folliculaires, il y a
généralement 3 ou 4 vagues d’émergence de follicule par intervalle inter-ovulatoire (Figure 2).
Une vague folliculaire comprend un recrutement, une sélection et une dominance. Chez les

brebis, entre le 13°™ et 15°™ jour du cycle, un nombre important de follicules & antrum de 2 mm
4
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de diametre démarrent leur croissance, c'est le recrutement (McGee et Hsueh, 2000). A la fin de
cette phase, certains follicules sont sélectionnés et poursuivent leurs croissance, les autres
follicules s’atrésies, c’est la phase de sélection. Un ou plusieurs follicules sélectionnés
poursuivent leur croissance jusqu’a leur maturation finale, c’est la phase de dominance
(Seekallu et al., 2010).

Cependant, plusieurs études ont montré l'absence d'identification réelle d'une dominance
forte chez la brebis, par rapport a celle observée dans l'espéce bovine, a l'exception de celle

exercée par le follicule préovulatoire (Ravindra et al., 1994).
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Figure 2 : Illustrations schématiques de trois (a) et quatre (b) vagues de croissance des follicules

ovariens antraux durant le cycle cestral chez la brebis (Bartlewski et al., 2011)

I1.3. Phase de maturation

Durant cette phase, les follicules ovariens augmentent de taille (1 a 2mm) et 1’ovocyte
subis des modifications cytologiques et métaboliques qui lui permettre d’étre reconnu et pénétré
par les spermatozoides (Paulini et al., 2014).

Les follicules deviennent aussi sensibles aux hormones gonadotrophiques, ceci est une
condition préalable a la croissance et un signe de maturation. Apres la puberté, les follicules de
De Graaf entrent dans I’étape préovulatoire durant laquelle la méiose continue en métaphase II

et le follicule est prét a ovuler (Campbell ef al., 1995).
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III. Cycle sexuel de la brebis

Le cycle sexuel regroupe le cycle cestral et le cycle ovarien (Legan et Winans, 1981).

La brebis est une espéce polycestrienne saisonnicre, présente une succession d’cestrus
pendant toute la saison de reproduction correspondant a la période de jours courts de 1’année. Au
cours de la période de jours longs, les animaux sont en repos sexuel, ¢’est I’ancestrus saisonnier
(contre saison sexuelle) (Figure 3) (Dudouet, 2003; Abecia et al., 2011).

Le cycle sexuel de la brebis est controlé par les activités des voies neuronales et

endocriniennes reliant le systéme nerveux central, les ovaires et 1'utérus (Henderson et Robinson,

2008) .

/
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Figure 3 : Saisonnalité de la reproduction chez la brebis (Malpaux et al., 1996)

II1.1. Cycle cestral

Le cycle cestral chez la brebis est défini comme I’intervalle de temps qui sépare deux
cestrus consécutifs. Sa durée moyenne est de 17 jours et varie selon la race, 1’age, les individus et
la période de I’année. Il comporte plusieurs modifications anatomo-physiologiques et
comportementales (Mbayahaga, 2001; Castonguay, 2018).

Par convention, le jour 0 du cycle correspond arbitrairement au jour du début des chaleurs
(Estrus). Le cycle cestral peut étre divisé en quatre phases (Bazer, 2020).

» (Estrus : Période pendant laquelle la femelle accepte le chevauchement par le male. La
durée de I’cestrus varie avec 1’age de 1’animal (plus courte chez les agnelles et plus longue chez
les brebis), la race (les races prolifiques ont des chaleurs plus longues) (Dudouet, 2003). Pendant
cette phase, un follicule dominant présent dans 1’ovaire sécréte les cestrogeénes. Ces hormones

exercent un rétrocontrole positif sur l'hypothalamus, stimulant ainsi la libération de GnRH
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induisant un pic de LH provoquant l'ovulation. La durée des chaleurs varie entre 36 et 40 h
(Dunlap, 2018).

» Pro-cestrus : Au cours de cette phase, un ou plusieurs follicules sont en voie de maturation.
Elle dure 3 a 4 jours (Gayrard, 2018a).

» Metcestrus : Cette phase correspond a la formation du corps jaune (CJ) a partir de follicule
qui a déja ovulé. Elle dure 2 jours environ (Gayrard, 2018a).

» Dioestus : Au cours de cette phase, il y a la régression du corps jaune et dure en moyenne 10

a 12 jours (Gayrard, 2018a).

II1.2. Cycle ovarien
Chez les brebis puberes, I'évolution cyclique des structures ovariennes comprend deux
phases distinctes séparées par 1’ovulation : une phase folliculaire (ou oestrogénique) et une phase

lutéale (ou progestéronique) (Bartlewski et al., 2011).

I11.2.1. Phase folliculaire

La phase folliculaire correspond a la croissance accélérée de plusieurs follicules de
différentes tailles sous 1’effet de différentes hormones hypophysaires. Ceci induit 1’augmentation
de la sécrétion de I’cestradiol (E2) sécrétée par les follicules, responsable de I’apparition du

comportement cestral (chaleurs). Elle dure 3 a 4 jours (Castonguay, 2018).

I11.2.2. Ovulation

C’est la libération des ovules contenus dans les follicules matures. Elle se produit entre 20
et 40 h apres le début des chaleurs (Castonguay, 2018). Environ 24 heures avant 1’ovulation, le
pic préovulatoire de LH va provoquer la libération de I’ovocyte et la reprise de sa méiose et

provoque le début de la lutéinisation des cellules folliculaires (Baril, 1993).

I11.2.3. Phase lutéale

Elle s’étend de 1’ovulation jusqu’a la régression fonctionnelle du CJ et dure 13 a 14 jours
(Henderson et Robinson, 2008).

L’ovulation est suivie de la transformation des cellules de la granulosa en cellules lutéales
formant le CJ qui sécrete de la progestérone (P4) (Cognié et al., 2007). A la fin de cette phase et
en absence de fécondation, ’endomeétre amorce une sécrétion pulsatile de prostaglandine F2a
(PGF20) qui induit la régression fonctionnelle du CJ entre le 13°™ et 15°™ jour du cycle et

induit une diminution de la sécrétion de la P4 (Driancourt et al., 2014).
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I11.2.3.1. Corps jaune

Le CJ est une glande endocrine qui se forme a partir de la paroi du follicule ovulant. En cas
de non gestation, sa régression permet I’apparition d’un nouveau cycle ovulatoire (Sangha et al.,
2002). La formation du CJ est issue de la transformation morphologique et fonctionnelle
(lutéinisation) des CG et de la théque interne du follicule ayant ovulé. Cette lutéinisation se
traduit par une augmentation trés importante de la sécrétion de P4 (Figure 4) (Driancourt et al.,

2014).
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Figure 4 : Evolution du corps jaune chez la brebis (Stouffer et Hennebold, 2006)

La structure du CJ est constituée de deux types de cellules stéroidiennes : les grandes
cellules sont issues des CG et les petites cellules proviennent des cellules de la théque interne.
Les deux types de cellules sont identifiables lors de la formation du CJ. Chez la brebis, les
grandes cellules représentent 25 a 35% du volume total du CJ et les petites cellules 12 a 18% et
le reste est composé d’¢éléments vasculaires, de tissu conjonctif et de fibroblastes (Drion et al.,
1996).

Chez la brebis, le CJ assure la régulation du cycle cestral et joue un réle déterminant dans
la mise en place et le maintien de la gestation.

Il est qualifié de CJ cyclique, en absence de fécondation. A la fin du cycle, il régresse
spontanément par 1’action de PGF2a. Au cours de sa régression, une oblitération des capillaires,
une dégénérescence des cellules lutéales et une prolifération du tissu conjonctif. Sa régression
aboutit a la formation du corpus albicans, conjonctivo-fibreux, de couleur blanchatre ou
jaunatre, qui persiste sur 1’ovaire. En cas de gestation, il est qualifié de CJ gestatif et assure le

maintien de cette derniére (Drion et al., 1996).
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La principale hormone sécrétée par le CJ est la P4. Il assure également la production

d’autres hormones : I’inhibine, I’ocytocine, 17 B-cestradiol et la relaxine (Drion et al., 1996).

I11.2.3.2. Métabolisme de la progestérone

I11.2.3.2.1. Biosynthése

La P4 est une hormone stéroidienne a 21 atomes de carbone, de formule chimique
C21H3002 (Taieb et Lachgar, 2011b) (Figure 5a). Elle est synthétisée principalement par le CJ
apres I’ovulation et sécrétée, a un moindre degré, par la zone fasciculée de la corticosurrénale et

le placenta au cours de la gestation (Driancourt, 2001).

Par la stimulation des cellules lutéales, la LH induit la synthétise de la progestérone a partir
du cholestérol (Figure 5a et b), apporté¢ par les lipoprotéines de type LDL (Low Density

Lipoprotein), qui va étre converti en P4 par une chaine de réactions enzymatiques (Gayrard,
2018b).
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I11.2.3.2.2. Transport

Libérer par les cellules lutéales du CJ, la P4 passe dans la circulation sanguine et est
transportée soit sous forme libre et/ou soit liée a des protéines de transport, tel que la transcortine

et I’albumine (Hooker et Forbes, 1949).

I11.2.3.2.3. Stockage

La P4 liée aux protéines de transport constitue une forme de stockage dans la circulation

sanguine. Vue sa nature liposoluble, elle peut étre également stocker dans le tissu adipeux

(Fotherby, 1964).

111.2.3.2.4. Catabolisme

Le catabolisme de la P4 s’effectue essentiellement dans le foie ou, sous I’influence de
plusieurs enzymes, elle est transformée en prégnanediol qui sera glycuronoconjugué et éliminée

par voies urinaire et biliaire (Taieb et Lachgar, 2011b; Mattos et al., 2017).

IV. Régulation hormonale du cycle sexuel

Les événements physiologiques du cycle sexuel chez la brebis sont contr6lés par la
régulation endocrinienne de I’axe hypothalamo-hypophysaire, des glandes sexuelles (ovaires et
endometre utérin) (Norris et Lopez, 2011) (Figure 6) et des glandes annexes (surrénales, foie et
glande pinéale) (Constantinescu, 2017b).
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Figure 6 : Controle endocrinien de I’activité sexuelle chez la brebis (Blanc et al., 2001)
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L hypothalamus recoit des informations du cortex cérébral pour libérer la gonadolibérine
(GnRH), induisant la libération des hormones folliculostimulantes (FSH) qui atteignent 1’ovaire
via le sang et stimulent ainsi la croissance folliculaire (Counis et al., 2001).

Les follicules ovariens produisent des E2 qui entrainent des modifications physiologiques
et comportementales permettant 1’entrée en chaleurs (cestrus) (Monniaux et al., 2009). Aprés un
certain seuil, les E2 exercent un rétrocontrdle positif sur 1’hypothalamus induisant le pic de LH
qui provoque la maturation finale du follicule ovulatoire et 1’ovulation (Norris et Lopez, 2011).

Apres I’ovulation, les follicules ovulés se transforment en CJ produisant de la P4 qui
exerce un rétrocontrole négative sur 1’hypothalamus en inhibant la sécrétion de la GnRH et en
empéchant ainsi la croissance finale des autres follicules (Castonguay, 2018).

A la fin du cycle, PGF2a synthétisée par I’utérus provoque la régression des CJ en inhibant
la sécrétion de la P4, permettant ainsi le démarrage d’un nouveau cycle (Abecia et al., 2012).

Les principales hormones de régulation du fonctionnement ovarien durant le cycle cestral

sont représentées par la (Figure 7).
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Figure 7 : Variations hormonales lors d'un cycle sexuel chez la brebis (Castonguay, 2018)
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Chez les ovins, la présence d’une période de repos sexuel constitue une contrainte a la
conduite de la reproduction. Néanmoins, pendant 1’ancestrus, des techniques particuliéres ont été
mise au point pour maitriser I’activité sexuelle des femelles et de provoquer 1’apparition des
chaleurs et I’ovulation. Les stratégies de maitrise de la reproduction (Deblay, 1995; Thimonier et
al., 2000; Leborgne et Tanguy, 2014; Lurette et al., 2016) ont pour objectifs :

» L’optimisation de la fertilité, de la fécondité et de la taille de portée (prolificité).

» Le choix de la période, de la fréquence et le groupage des mises bas.

* La diminution des périodes improductives.

» L’amélioration génétique des caracteéres de production et des caractéres fonctionnels via les
schémas de sélection.

 Pratiquer I’insémination artificielle.

I. Méthodes de synchronisation des chaleurs

Les techniques de synchronisation des chaleurs regroupent principalement la méthode

zootechnique (effet bélier) et les méthodes hormonales (Prache ef al., 2014).

I.1. Méthode zootechnique : Effet bélier

Le principe de cette méthode repose sur le fait qu’apres une séparation des 2 sexes pour
une durée au moins d’un mois, I’introduction des béliers dans le troupeau de brebis en fin de
période d’ancestrus saisonnier vont pouvoir réactiver I’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique
de la brebis, via des signaux sensoriels (notamment olfactifs). Cette introduction de béliers
entraine dans une grande partie des femelles des ovulations silencieuses dans les 2 a 4 jours
apres son introduction. Ce premier moment d’ovulation peut étre suivi environ 17 jours plus tard,
d’un second moment d’ovulation associ¢ a un comportement de chaleurs. Cependant, dans
certains cas, ce premier moment d’ovulation est suivi d’un cycle ovulatoire de durée courte et
constante (environ 6 jours) puis d’un nouveau moment d’ovulation généralement silencieux
¢galement. Ce n’est qu’apres un deuxiéme cycle ovulatoire de durée normale qu’apparaissent
alors I’cestrus et I’ovulation. Ainsi, il existe deux pics d’apparition des chaleurs, respectivement
18-20 jours et 24-26 jours apres introduction des béliers. L’intérét de cette méthode est d’avancer
la saison sexuelle et surtout de grouper les chaleurs sur une période de 8 a 10 jours (Figure 8)

(Thimonier et al., 2000; Lurette et al., 2016; Pellicer-Rubio et al., 2019).
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Figure 8 : Représentation schématique de la réponse a I’effet bélier chez la brebis (Thimonier et

al., 2000)

I.2. Méthodes hormonales
Les connaissances sur la régulation hormonale du développement folliculaire, au cours du

cycle cestral ont permis de mettre au point plusieurs méthodes de synchronisation des chaleurs.
Leurs principes d’utilisation sont principalement les suivants :

e Blocage du retour normal de I’cestrus et de 1’ovulation par I’utilisation de la progestérone

ou des progestagenes.

e Raccourcissement de la phase lutéale par I'utilisation d’agents lutéolytiques.

I1 existe plusieurs types et combinaisons possibles de traitement de synchronisation des chaleurs.

Par conséquent, seulement les principaux traitements seront présentés (Fierro et al., 2013).

I.2.1. Utilisation de la progestérone

La progestérone commercialisée sous la dénomination de CIDR (Control Internal Drug
Release) et les progestageénes sous forme d’éponge imprégnée de progestagenes. Les traitements
a base de progestagene sont utilisés surtout en contre saison sexuelle (ancestrus) mais aussi en

saison sexuelle (Fierro et al., 2013).

» CIDR : C’est un dispositif contenant de la P4 naturelle (Figure 9a). Le CIDR est inséré dans
le vagin de la brebis pour une période de 7 a 14 jours. Une fois inséré, le CIDR libere de la P4
qui est absorbée par la muqueuse vaginale et bloque 1’ovulation. On simule ainsi les conditions

13



Chapitre 11 Meéthodes de synchronisation des chaleurs

hormonales de la phase lutéale du cycle sexuel. Au moment du retrait du CIDR, une injection
d’eCG (equine chorionic gonadotropine) (PMSG = Pregnant Mare’s Serum Gonadotrophin) est
réalisée pour favoriser la croissance et 1’ovulation. Les chaleurs apparaissent entre 12 a 48h aprées

retrait (Figure 9b) (Castonguay, 2004).
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Figure 9 : Photo d’un CIDR (a) et de son principe d'action (b) (Castonguay, 2004)

» Eponge vaginale : C’est une éponge enpolyuréthane imprégnée d’un analogue de synthése de
P4, MAP (acétate de médroxyprogestérone) ou FGA (acétate de fluorogestone) (Figure 10a)
utilisée pour bloquer I’ovulation (Cogni¢, 1988). C’est la méthode la plus utilisée pour contrdler
le cycle sexuel chez la brebis (Castonguay, 2004). L’utilisation d’une éponge vaginale associée a
une dose de PMSG est la plus courante dans nos élevages (Lassoued, 2011). Aprés une pose
intravaginale d’une durée de 12 a 14 jours, une injection intramusculaire d’eCG (PMSG) est
réalisée au moment de retrait de 1’éponge (Figure 10b) (Brice et al., 2002; Fatet et al., 2008)

pour favoriser la croissance folliculaire et I’ovulation (Cognié, 1988). Les chaleurs apparaissent

entre 24 a 48h apres retrait.
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Figure 10 : Photo de mise place de I’éponge de FGA dans son applicateur (Sagot et Pottier,
2011) (a) et de son principe d'action (b) (Rekik, 2014)
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1.2.2. Prostaglandines

L’action lutéolytique de la prostaglandine ne peut s’exercer qu’en présence d’un corps
jaune fonctionnel. En effet, chez les ovins, deux jours aprés ovulation, le CJ est réfractaire a
I’action lutéolytique des prostaglandines (Fierro et al., 2013).

L'administration de prostaglandines F20. (PGF2a) ou d’un de ses analogues entre le 5™ et
14°5me jour du cycle cestral induit la lutéolyse. Les protocoles de synchronisation des chaleurs
d’un lot de brebis qui sont a différents stade du cycle nécessite donc en 2 injections avec un
intervalle de 7 a 12 jours (Yu et al., 2019). Les brebis seront en cestrus en moyenne 48 heures
aprés la deuxiéme injection de PGF2a (Baril ef al., 1993; Grimard et al., 2003; Fierro et al.,

2013). Ce traitement est indiqué chez les brebis uniquement en saison sexuelle.

I1. Détection des chaleurs

Les signes d’cestrus chez la brebis sont relativement peu visibles. La détection des chaleurs
nécessite la présence d’un bélier détecteur. Une brebis en chaleurs est souvent agité, cherche la
compagnie du male et se laisse renifler, en agitant souvent la queue afin de répandre son odeur
(figure 11a) (Ortman, 2000). La vulve peut étre tuméfiée, congestionnée et présentée un
¢coulement muqueux. Le male flaire les femelles en chaleurs et fait un rictus en relevant les
levres supérieures (Hanzen, 1981). C’est I’effet Flehmen (Figure 11b) qui permet a partir de
I’organe voméro-nasal de détecter les phéromones sexuelles présentes dans les urines des brebis

(Blissitt et al., 1994; Gelez et Fabre-Nys, 2006; Meyer, 2009).

@ il ';_;7 @

—y
7

Reniflement Flehmen
e (O
A T '{ y

L’% “¥ M ( h

Puursﬁ.itefappruche Coup de patte et de téte
contre le flanc de la brebis

./— _ 'E‘Jrr.\
“{)’) >
W

Chevauchement

Figure 11 : Comportement sexuel (a) et le phénomene de «flehmeny (b) chez le bélier (Gordon,

1997)

Toutefois, 1’acceptation du chevauchement avec immobilisation est le signe le plus

caractéristique d’une brebis en cestrus (Gayrard, 2018b).
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Chapitre 111 Meéthodes d’évaluation de la progestérone

L’évaluation des niveaux de P4 dans I’organisme constitue un parametre important pour

connaitre le statut physiologique, identification et le suivie du cycle cestral chez la brebis.

I. Etape pré-analytique : prélévement

Les prélévements biologiques peuvent étre obtenus au niveau du sang (Gao et al., 1988;
Mekonnin et al., 2017), du lait (Gao et al., 1988; Moore et Spahr, 1991; Mekonnin et al., 2017),
de la salive (Sorgo et al., 1983; Gao et al., 1988), des urines (Stanczyk et al., 1997; Mekonnin et
al., 2017) et des feces (Cebulj-Kadunc et al., 2000) pour déterminer le taux de P4.

Le prélevement sanguin sont effectués apres une bonne contention de 1’animal soit au
niveau la veine jugulaire ou la veine coccygienne constituant ainsi une méthode invasive et
moins facile pour I’éleveur qu’un prélévement de lait. Par contre, les autres types de prélévement
sont réalisés facilement par 1’éleveur et sont non invasif pour 1’animal.

Puis son dosage peut étre réalisée par des kits qui permettent d’estimer le taux a partir soit
du plasma ou du sérum (Eckersall et Harvey, 1987).

De préférence, la P4 est dosée dans le sérum. Cependant, en fonction de la technique de
dosage (traceur), le plasma peut étre utilisé¢ (héparine, EDTA, etc...). Attention, [’héparine peut
perturber la réaction antigéne-anticorps ; I’EDTA, le fluorure de sodium, le citrate sont a

proscrire pour les techniques révélées en fluorescence ; ’EDTA inhibe la phosphatase alcaline.

» Prétraitement avant analyse : Conditions de transport et de conservation

La P4 est stable, aussi bien dans le sang total que dans le sérum, durant au moins 72 heures
a 20-25°C ou a 4°C. Congelée a -20 °C ou -80 °C, elle est stable pendant plusieurs mois. Les
congélations et décongélations répétées sont a proscrire.

Les taux de P4 peuvent étre influencés par I’hémolyse, la lipémie ou la turbidité de

I’échantillon.

II. Méthodes de dosage de la progestérone
Le dosage de progestérone n’est donc possible qu’a 1’aide de techniques d’immunodosages
(immunoessais) (Figure 12) telle que la technique radio-immunoassay (RIA) et la technique
immuno-enzymatique assay (IEA) (Févre ef al., 1966; Thimonier, 2000; Kozicki et al., 2018).
Ces techniques sont basées sur la compétition entre une quantité définie immunologiques
d’antigéne (Ag) marqué et ’Ag a doser pour un nombre limité de sites anticorps (Ac), il est
nécessaire que le traceur et I’ Ag a doser aient une immunoréactivité analogue (affinité identique

pour I’Ac). Les premiéres méthodes utilisent des traceurs radioactifs (‘*’, *H). Aujourd’hui, on a
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plutot recours a toute une série de traceurs non isotopiques qui ont permis le développement de
différentes méthodes dont certaines sont automatisées. La figure 12 présente les différents
systémes, plus ou moins automatisés qui existent actuellement sur le marché. Ces systémes sont

classés en fonction du systeme de révélation utilisé (Taieb et Lachgar, 2011a).

Isotopique Enzymatique Fluorescent Chimiluminescent
l’ ARCHITECT ‘I.hbbon
lode 125 Tritium Trace KRYPTOR ThermoFisher pcg 180 ] Siemens
Cobalt 57 } :E: b ADIA CENTAUR
o BERILUX Siemens Dade Behring
Compteury Compteur p IMX (FPIA) LIAISON Diasorin
AUTODELFIA 7| Perkin Elmer | rpays Roche
Xpreoss MODULAR
(& ectrechimiluminescance)
) . v
Bgalactosidase Phosphatase alcaline Péroxydase
Glucose-6-Phosphate
deshydrogénase
Spectrophotométrie
Dimension RXL Siemens
Dimension Xpand ]
f ¥
Luminescence Fluorescence  Spectrophotométrie Luminescence
IMMULITE Siemens DPC 1MX Abbott ELISA VITROS EC1 Ortho ELISA
ACCESS Beckman Coulter AXSYM Clinical Diagnostic

VIDAS bioMéneux
AlA 600/M200 Tosoh Bioscience
STRATUS Siemens Dade Behring

Figure 12 : Différents marqueurs et systemes de révélation utilisés en immunoanalyse (Taieb et

Lachgar, 2011a)

I1.1. Méthode radio-immunologique

Les dosages radio-immunologiques(RIA) sont des méthodes sensibles et spécifiques des
hormones a doser. Ils nécessitent d’utilisation des Ac ou des Ag spécifiques radioactif (Janeway
etal.,2018).

Le principe de la technique RIA est basé sur le déplacement d’un équilibre établi entre
I’Ac et I’Ag qui est, soit ’hormone marquée soit I’hormone froide connue (courbe d’étalonnage)

soit I’hormone a doser contenue dans I’échantillon biologique (Figure 13).
Ag* < Ac—Ag* + Ag*
Ag > Ac-Ag + Ag
* : radioactivité ; Ag : Antigéne ; Ac : anticorps
Figure 13 : Principe fondamental de la réaction de compétition anticorps-antigéne dans le cas de

la méthode RIA
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I1.2. Méthodes immuno-enzymatiques
Les dosages immuno-enzymatiques sont couplés a une réaction catalysée par une enzyme
en utilisant un substrat enzymatique qui peut donner un signal colorimétrique (ELISA : Enzyme-

Linked Immuno-sorbent Assay) ou un signal fluorescent (ELFA : Enzyme Linked Fluorescent
Assay) (Paolicchi et al., 2020).

I1.2.1. ELISA

Dans les années 1970, une nouvelle technique s’est développée permettant de remplacer la
radioactivité par I’utilisation de 1’activité enzymatique. C’est le concept de la méthode ELISA :
enzyme linkedimmuno-sorbantassay qui permet [’utilisation de substrats chromogéne et une
visualisation de la présence de complexes Ag-Ac par 1’apparition de produits colorés pouvant
étre quantifiés au spectrophotometre (Talbot, 1989; Goethe, 2017).

Il existe quatre principaux types de test ELISA : direct, indirect, compétitif et sandwich

(Figure 14).

Anticorps
secondaire
Anticorps conjugué
primaire
conjugué |} « ® Anticorps o
\ ¢ ‘e i " € C
C primaire €
Antigéne \
Antigéne :
- -

ELISA direct ELISA indirect

Anticorps
secondaire
inibiteur de Anticorps
I'antigéne primaire
\cunjugué | C ;

! - Antigéne o - e @ . ;
\ T N7
: Antico

.“tgh& Ips
primaire
j L
ELISA compétitif ELISA de type sandwich

Figure 14 : Représentation schématiques des principaux des différents types de dosage par

ELISA (https://fr.moleculardevices.com/applications/enzyme-linked-immunosorbent-assay-

elisa#tgreft)
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11.2.2. ELFA

C’est une technique qui permet de quantifier des signaux de fluorescence et d'obtenir des
résultats plus sensibles, elle met en ceuvre une enzyme qui convertit un substrat enzymatique
fluorogene en un produit de réaction fluorescent (Paolicchi et al., 2020) .

Cette technique est mise au point par le groupe Biomérieux. L’hormone en question est
dosée a 1’aide d’un automate d'immunoanalyses multiparamétrique, mondialement reconnu, le
VIDAS. C’est un automate de laboratoire qui s'appuie sur la technologie approuvée ELFA.

Le principe VIDAS consiste en l'interaction de deux ¢éléments: le cone (phase
solide) SPR® dont la surface interne est recouverte d'antigenes ou d'anticorps et les Barrettes,
composées de plusieurs puits et contenant la quantité exacte de réactifs nécessaires pour le test.

Les réactions se produisent dans le cone en deux étapes clés :

»réaction immunologique
»réaction enzymatique

L'opération complete est totalement automatisée : de l'incubation, aux lavages et a la
lecture finale. Le temps d'incubation et le nombre de cycle de lavage sont optimisés pour chaque
parametre afin d'assurer une performance optimale.

La gamme VIDAS® est appréciée dans le monde entier pour sa simplicité, sa souplesse,

sa précision et son large menu de parametres (Puel et Mansuy, 2001).
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Matériel et méthodes

Les ovins sont des animaux grégaires par excellence ; ce caractére permet de constituer des

troupeaux de plusieurs centaines de tétes. Leur principale caractéristique est 1’excellente

résistance et adaptation a des conditions difficiles du milieu (Feliachi, 2003). Les moutons

domestiques semblent dériver des moutons sauvages asiatiques (Mouflon). Ils sont présents dans

la zone saharienne depuis I’Holocéne (Le Berre, 1990).

En Algérie, le cheptel ovin avec un effectif de 26,4 millions (MADRP, 2017), représente

un important patrimoine animal et source de protéines.

e Systématique des ovins (El-Hentati et al., 2014)

Embranchement : Vertébrés

Classe : Mammiferes

Super ordre : Ongulés

Ordre : Artiodactyles

Famille : Bovidae

Genre : Ovis (Linnaeus, 1758)
Espece : Ovis ovis

eDescription de la race D’Man

Cette race est caractérisée par (Figure 15) :

- Une laine grossiere couvrant le haut du corps et la queue
- Couleur de la laine : noire ou brun foncé

- Cornes : petites, fines, ou n’existe pas

- Oreilles : grandes et pendantes

- Profil : convexe

- Queue : fine, longue a extrémité blanche

- Taille : petite, conformation défectueuse

- Laine : ne couvre ni la poitrine, ni le ventre, ni les pattes
- Premier agnelage : 10-12 mois

- Prolificité : 150 a 250%

EA—“”‘

Figure 15 : Brebis de race D’Man

2 T=4)

- Absence d’ancestrus saisonnier ou de lactation (Berger ef al., 1989; Benmessaoud, 1992;

Chellig, 1992)

L’aire géographique de répartition de cette race est la région Sud Marocaine et une grande

partie du Sud-ouest du Sahara Algérien (Béchar, Saoura, Gourara, Touat et El-Menia).
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I. Objectif de I’étude

L’objectif de notre étude est d’évaluer la progestéronémie au cours du cycle cestral, afin

de déterminer la durée et la concentration de P4 aux différents stades du cycle.

I1. Lieu et période d’étude
Notre travail porte sur un €élevage ovin, semi-intensif de la station expérimentale d’El-
Meniaa (anciennement appelée El Goléa) (30° 34’ N., 02° 52 E.), commune située a 267 km au

sud-ouest de Ghardaia.

III. Matériel animal

Pour notre expérimentation, un lot de brebis de la race ovine D’Man a été mis en place.
Les brebis sont soumises aux conditions de température et de lumiére naturelles et nourris a
I’orge, luzerne fraiche et paille d’orge. L’eau et la pierre a lécher sont mises a leur disposition

en ad libitum.

IV. Méthodes utilisées

IV.1. Protocole de synchronisation des chaleurs

Le protocole de synchronisation appliqué en saison de reproduction sur 5 antenaises de
race D’Man, agées d’un an et demi. Le protocole consiste en 2 injections intramusculaires
(IM.) de 125 pg de cloprosténol (Estrumate), analogue de synthése des PGF2a, avec un

intervalle de 11 jours.

IV.2. Prélévement sanguin

Des prélevements sanguins sont réalisés au niveau de la veine jugulaire, a 10 h (afin
d’éviter I’influence du rythme nycthéméral), une fois par jour durant 21 jour a partir du peme
jour apres la derniere injection des PGF2a. Le sang recueilli, dans des tubes "vacutainer” (sous
vide et contenant de I’héparinate de sodium), est immédiatement centrifugé a 4000 tours/min

pendant 10 min. Le plasma est aliquoté et ensuite congelé a -20°C, puis transporté dans de

I’azote liquide jusqu’a Alger au LRZA (Laboratoire de Recherche sur les Zones Arides).
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IV.3. Protocole de dosage de la progestéronémie par la technique ELFA
IV.3.1. Principe du dosage

Le principe de dosage associe la méthode immuno-enzymatique par compétition a une

détection finale en fluorescence (ELFA).

Ac I : Anticorps primaire, Ac Il : Anticorps secondaire dérivé de la progetérone, Ag (P4) : Antigéne
(progestérone), E (PA) : Enzyme phosphate alcaline, 4 MUP : 4-méthyl-umbelliferyl phosphate, 4 MU :
4-méthyl-umbelliferone

Figure 16 : Principe de dosage ELFA

La figure 17 schématise une réaction connue d'activation d'un substrat enzymatique
fluorogeéne qui est le 4-méthyl-umbelliferyl phosphate (4-MUP) en 4-méthyl-umbelliferone (4-
MU) et en ion hydrogénophosphate HP04> (Pi pour phosphate inorganique sous toutes ses

formes) par I'enzyme phosphatase alcaline (Fatet et al.).

Excitation: 365 nm
Emission 450 nm

H,0

4-methyl-umbelliferyl-PO, "+ HPO, +d-methyl-umbeliferone>
Na* Hs (( AP 37 T
Nat 0. O /Tg =
O,(P\O I O/&O

HO a0
Figure 17 : Représentation schématique de la réaction enzymatique de la phosphatase alcaline

IV.3.2. Composition du kit de dosage
La composition (Figure 18) et la reconstitution des réactifs du Kit de dosage de la P4 sont

rapportés dans les tableaux 2 et 3.
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Code bare MLE
(Master Lot Entry) on kit
frontpanel

\ _- 2 Control
s g Calibrateur
I Diluent

£ o Notice d'emballage
/ - (e-Format)

Cartouche Cones

Figure 18 : Composition du kit de dosage de la P4 (Biomérieux)

Tableau 2 : Composition et reconstitution des réactifs du Kit de dosage de la P4

60
cartouches | STR | Prétes a I'emploi
PRG
60 cones Préts a I'emploi.
PRG STR | Cones sensibilisés par des immunoglobulines monoclonales de souris
2x 30 anti-progestérone.
. Reprendre par 3 ml d'eau distillée. Attendre 5 a 10 minutes puis
Controle e
PRG homogenel.ser. ' ' .
Aprés reprise, stable 2 semaines a 2-8°C, ou jusqu'a la date de péremption
1 x3ml Cl1 \ o
(Iyophilise) du coffret’a -25+6 °C. . ) '
Les données MLE fournissent l'intervalle de confiance en ng/ml ("Control
C1 Dose Value Range").
Calibrateur Reprendre par 4 ml d'eau distillée. Attendre 5 a 10 minutes puis
PRG homogénéiser.
Apres reprise, stable 2 semaines a 2-8°C, ou jusqu'a la date de péremption
2x4ml | Sl | ducoffreta -25 = 6 °C.
(Iyophilisé) Les données MLE fournissent la concentration en ng/ml ("Calibrator (S1)
Dose Value") ainsi que l'intervalle de confiance en "Relative Fluorescence
Value (RFV)" (Calibrator (S1) RFV Range).
e Cone

Le cOne est sensibilisé au moment de la fabrication

par des immunoglobulines monoclonales de souris °RG
anti-progestérone. Chaque cone est identifi¢ par le ’
code PRG (Figurel9). Retirer du sachet uniquement le Figure 19 : Cone progestérone Vidas

A . . \ Biomérieux
nombre de cones nécessaires et refermer complétement ( )

le sachet apres ouverture.
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e Cartouche

La cartouche est composée de 10 puits (Figure 20) recouverts d'une feuille d'aluminium
scellée et étiquetée (Tableau 3). L'étiquette comporte un code a barres reprenant principalement
le code du test, le numéro de lot et la date de péremption du coffret. Le premier puits comporte
une partie prédécoupée pour faciliter l'introduction de 1'échantillon. Le dernier puits est une
cuvette permettant la lecture en fluorimétrie. Les différents réactifs nécessaires a l'analyse sont
contenus dans les puits intermédiaire

Tableau 3 : Description de la cartouche PRG du
kit

Puits Réactifs

1 Echantillon.

2-3 -4 | Puits vides.

Conjugué : dérivé de la progestérone

5 marqué a la phosphatase alcaline +
azoture de Na 0,9 g/1 (600ul)
Tampon de lavage : Tris-NaCl (0,05
CONE 6 mol/l) pH 7,4 + azotures de Na 0,9 g/l
(sPR)
7 (600ul)

Tampon de lavage : Phosphate de
7 sodium (0,1 mol/l) + NaCl (0,3 mol/l)
pH 7,5 + azoture de Na 0,9 g/l (600ul).

S'UHSTR.'\T

Diluant : Phosphate de Na (0,1 mol/l)
8 pH 7,5 + sérum de veau + azoture de Na
0,9 g/1 (600pul).

T Tampon de lavage : dié¢thanolamine
Moo 9 DEA* (1,1 mol/l soit 11,5 %) pH 9,8 +
azoture de Na 1 g/l (600ul).

SPR* : Solid Phase Receptacle (phase solide) Cuvette de lecture avec substrat :
4-Méthyl-umbelliferyl phosphate (0,6
10 mmol/l) + DEA** (0,62 mol/l soit 6,6
%, pH 9,2) + azoture de Na 1 g/l
(300ul).

Figure 20 : Cartouche Vidas (Biomérieux)

* et ** : Danger
1V.3.3. Méthode opératoire

La méthode opératoire consiste a :
-saisir les données du code barre du kit (MLE ou Master Lot Entry),
-réaliser une calibration de I’instrument vidas
-réaliser le dosage de 1’échantillon inconnu.
1V.3.3.1. Saisie des données MLE
A l'ouverture du kit, lisez le code-barres MLE (les spécifications) avec un lecteur de code-

barres externe (Figure 21), de gauche a droite, jusqu'au signal de validation.
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[ S Hm <— Code MLE

f

&

Figure 21 : Lecteur de code-barres (Biomérieux)

Note : ces spécifications ne sont entrées qu'une seule fois pour chaque lot.

1V.3.3.2. Calibration

La calibration, a l'aide du calibrateur fourni dans le kit, doit étre effectuée a l'ouverture de
chaque nouveau lot apres entrées des spécifications du lot puis tous les 14 jours. Cette opération
permet d'ajuster la calibration a chaque instrument et a lI'évolution éventuelle du réactif dans le
temps.

Le calibrateur, identifié par S1, est analysé en triple (Tableau 2). La valeur du calibrateur
doit étre comprise dans les limites de RFV ("Relative Fluorescence Value") fixées. Si ce n'est

pas le cas, refaire la calibration.

1V.3.3.3. Réalisation du dosage

Les étapes du dosage de la P4 dans le plasma sont comme suit :

1. Sortir du réfrigérateur uniquement les réactifs nécessaires et les laisser 30 minutes a
température ambiante avant utilisation.

2. Utiliser un cone "PRG" et une cartouche "PRG" pour chaque échantillon, controle ou
calibrateur a tester. Vérifier que le sachet de cones a été refermé complétement apreés chaque
utilisation.

3.Le test est identifi¢ par le code "PRG" sur l'instrument. Le calibrateur identifié
obligatoirement par 'S1', doit étre utilisé en triple et le controle est identifié par "C1".

4. Homogénéiser a l'aide d'un agitateur de type vortex le calibrateur, le contrdle et les
échantillons plasmatiques.

5. Distribuer 200 pl d'échantillon, de calibrateur et de contréle dans le puits échantillon (Figure

22).
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Figure 22 : Distribution d’échantillon de calibrateur et de controle (Biomérieux)

6. Placer dans le vidas les cones "PRG"(Figure 23a) et les cartouches "PRG" (Figure 23b) aux

emplacements indiqués a 1’écran.

Figure 23 : Placement des cones (a) et des cartouches (b) «PRG» dans le vidas (Biomérieux)

7. Démarrer l'analyse (voir Manuel d'utilisation du Vidas). Toutes les étapes sont alors gérées
automatiquement par le Vidas.

8. Reboucher les flacons et les remettre a la température préconisée apres pipetage.

9. Les résultats sont obtenus en 45 minutes environ. A la fin de l'analyse, retirer les cones et les
cartouches de l'instrument.

10. Eliminer les cOnes et cartouches utilisés dans un récipient approprié.

11. La fluorescence est lue directement dans 1’appareil Vidas (Figure 24).

Hauteur :
57.5cm

3

* 55¢em

Largeur - 45 cm
Figure 24 : Appareil vidas (Biomérieux)
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IV.3.3.4. Calcul et expression des résultats

Dés que le test est terminé, les résultats sont analysés automatiquement par le systéme
informatique. L'appareil effectue deux mesures de fluorescence dans la cuvette de lecture pour
chacun des tests. La premiére lecture prend en compte le bruit de fond di a la cuvette substrat
avant mise en contact du substrat avec le cone. La seconde lecture est effectuée apres incubation
du substrat dans le cone. Le calcul de la concentration aprés extrapolation de la valeur relative de
fluorescence (RFV) a partir de la courbe d’étalonnage (Figure 25) ajustée autrement dit le RFV
de I’échantillon est comparé a I'étalonnage stocké en mémoire (méme numéro de lot) et traduit
quantitativement en concentration.

Le résultat final de 1’échantillon est exprimé en ng/ml sur la feuille de résultats.

RFV de Courbe
’échantillon d’étalonnage ajustée

Concentration de
I’échantillon

Figure 25 : Courbe d’étalonnage

IV.4. Validité de la technique de dosage

Le domaine de mesure du réactif VIDAS Progestérone s'étend de 0,25 a 80 ng/ml.

Les criteres de validité de la technique sont :

IV.4.1. Spécificité

Un dosage est spécifique si aucune autre substance présente dans I’extrait a doser ne
modifie son exactitude et ceci est démontré par les tests de réactions croisées de la molécule
spécifique (qui peut étre un Ac ou une protéine liante) avec d’autres stéroides.

» Le dosage de P4 est dit spécifique car I’Ac anti-progestérone utilisé croise 100% avec la

progestérone (Tableau 4).
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Tableau 4 : Pourcentages de réactions croisé€es de quelques stéroides avec 1’anticorps anti-

progestérone
Composés testés Pourcentages de réactions croisées
de anticorps anti-progestérone
Progestérone 100,00
20 a-Hydroxyprogestérone 0,03
6 B-Hydroxyprogestérone 0,29
16 a-Hydroxyprogestérone 0,20
17 a- Hydroxyprogestérone 1,18
Déoxycorticostérone 1,15
Corticostérone 0,09
Testostérone 0,01

IV .4.2. Sensibilité

La sensibilité (ou limite de détection) est définie comme étant la plus petite concentration
en progestérone significativement différente de la concentration zéro avec une probabilité¢ de

95% : 0,25 ng/ml. Cette sensibilité¢ dépend du courbe étalon.

1V.4.3. Précision et exactitude

Une méthode est précise et exacte si ses coefficients de variations ne dépassent pas 15%
(Auletta et al., 1974; Orczyk et al., 1974).

L’expression pour calculer le coefficient de variation (C.V.) est la suivante :

CV= Déviation standard x100
Moyenne

Les valeurs obtenues sont de 12,05% pour les coefficients de variations intra-dosages et de
10,45% pour les coefficients de variations inter-dosages (Tableau 5).

Tableau 5 : Parametres de précision et d’exactitude

Paramétres Coefficients de variations
Intra-dosage Inter-dosage
Echantillons Moyenne (ng/ml) | CV (%) Moyenne (ng/ml) CV (%)
1 2,21 5,7 2,22 6,2
2 10,14 3,8 3,84 4,8
3 21,66 3,8 9,97 3,7
4 45,10 4,0 21,93 3.8
5 / / 44,96 3,1
Moyenne 12,05 10,45
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V. Analyse statistique des résultats

Les résultats numériques sont représentés sous forme de moyenne arithmétique

accompagnée de I’erreur standard a la moyenne (ESM)

- Moyenne arithmétique : X = ZX[

n
—\2
o Xi—X
- Erreur standard a la moyenne : ESM = — avec a= M
\/; n—1
Ou : xi : valeurs individuelles ; n:nombre de valeurs ; o: écart-type

e [a validité statistique des différences entre les moyennes de deux séries expérimentales, est

calculée par le test “t” de Fisher-Student

20 =X ) X X))

Xi—Xz
t=—2=22— Avec §'=
S 1,1 n,+na2-2

n, n:2

Ou : X1 et X2: valeurs moyennes arithmétiques de chaque série
x; :valeurs individuelles de la premiére série
X, :valeurs individuelles de la deuxiéme série
niet n, :nombre de valeurs de chaque série
e La probabilité «p» est déterminée sur la table de distribution des «t» en fonction du degré de
liberté (n;+ny, —2) ;si:
- p >0,05 : résultat non significatif
- p <0,05 : résultat significatif (*)
-p <0,01 : résultat tres significatif (**)

-p <0,001 : résultat hautement significatif (***).
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Les résultats et discussion du présent travail sont obtenus a partir d’une analyse et synthése
de plusieurs articles scientifiques (Tableau 6) qui traitent de I’évolution de la P4 et de la durée du

cycle cestral chez la brebis.
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Tableau 6 : Synthese des articles bibliographiques sur I’évolution de la P4 au cours du cycle cestral chez les ovins

Références bibliographiques Races Technique de dosage Relation progestéronémie
El Amiri et al. (2003) - RIA et ETIA Profil théorique
Zohara et al. (2014) Indigéne ELISA
5 : White Karaman ELISA
Arsoy et Sagmanhgil (2018) | Conditions normal
Bartlewski ef al. (1999a) Western white-faced RIA
Tjabo et al. (2014) Yankasa ELISA
Deghedy et al. (2017) Rahmani, Romanov et croisées (Rah x Rom) RIA Race
Bartlewski et al. (1999b) Pure-bred Finn et Western white-faced RIA
Gonzalez-Bulnes et al. (2001) Meérinos RIA Prolificité
Shabankareh ez al. (2009) Sanjabi ELISA
El- 201 Farafra RIA
Sayed (2017) Saison
Kandiwa et al. (2019) Swakara et Damara ELISA
Muzvondiwa et al. (2012) Sabi RIA . .
I Alimentation
Socheh et al. (2019) Thin-tailed ELISA
Thimonier ef al. (2000) - -
Adib et al. (2014) Tle-de-France EIA Effet bélier
Fabre-Nys et al. (2015) - -
Lacaune, Limousine, Romane ELISA et RIA Techniques de dosages

Canepa et al. (2008)

ELISA: Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay. EIA: Enzyme Immuno Assay. RIA :

Radio Immuno Assay.
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Un profil théorique de la progestéronémie au cours du cycle cestral chez la brebis (Figure
26) a été établi par El Amiri et al. (2003).

Progestéerone

A Fécondation Gestation

I | [ | I
0 7 16 0 7 16 18

Jours

Figure 26 : Evolution théorique de la concentration de progestérone plasmatique périphérique au
cours du cycle sexuel puis de la gestation (El Amiri ef al., 2003)

A partir d’une synthése bibliographique des travaux réalisés sur [’évolution de la
progestéronémie au cours des différentes phases du cycle cestral chez la brebis, El Amiri ef al.
(2003) ont rapport¢ que la P4 est minimale pendant l'eestrus (0,2 a 0,3 ng/ml), s'éleve
progressivement a partir du 3™ et 4™ jour du cycle, pour atteindre un maximum (environ de 2
géme

Séme :

ng/ml) entre le 7°™ et le 10°™ jour. Cette concentration reste stable jusqu'au 1 ou 15°™ jour,

pour diminuer rapidement suite a la lutéolyse du CJ induite par la PGF2a.

La détermination de la durée de chaque phase du cycle cestral ne peut étre obtenue que
lorsque les prélévements sont réalisés quotidiennement.

Chez les brebis indigénes du Bangladesh (non prolifique), avec une fréquence de
prélévement tous les 5 jours, Zohara et al. (2014) montrent toujours une variation de la P4
caractérisée par de faibles valeurs pendant la phase folliculaire, suivie d’une augmentation
brutale pour atteindre un maximum au cours de la phase lutéale, puis d’une diminution rapide

avant le pic de LH déclenchant I’ovulation (Figure 27).

concentration de la P4

(ng/mi)

J0{cestrus) U5 10 s 10 Les Jours de cycle
Figure 27 : Concentration de P4 sérique (ng/ml) a différents jours du cycle cestral chez les brebis
indigenes (Zohara et al., 2014)
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Chez les brebis la brebis White Karaman (non prolifique), avec une fréquence de
prélévement bihebdomadaire, (Arsoy et Sagmanligil, 2018) montrent, au cours du cycle cestral,
que la concentration de P4 sérique de 0,3 £ 0,2 ng/ml a I’cestrus, augmente durant le metoestrus.
Aprés le 4™ jour, il y a une augmentation accélérée jusqu’au dioestrus avec un maximum atteint
au 11°™ jour (3,73%1,5 ng/ml). Entre le 11°™ et le 15°™ jour, la concentration de P4 reste

élevée. Apres le 157 jour, il y a une diminution rapide a une concentration basale au proestrus

(Figure 28).

Concentration de P4
(ng/ mL-1)
6,00 1

4,50 J

3,00 i
|

1,50 i 0,
|

0,00 :
0 4 8 11 15 0
Jours de cycle

Figure 28 : Concentration de progestérone sérique (ng/ml) a différents jours du cycle cestral
chez la brebis White Karaman (Arsoy et Sagmanligil, 2018)

A partir de prélévements quotidiens, Bartlewski e al. (1999a) rapportent, Chez les brebis
de race Western white-faced (non prolifique), que la concentration sérique moyenne de P4
augmente de JO (ovulation) a une valeur maximale de 2,92+0,30 ng/ml au 9™ jour aprés
I'ovulation. Les concentrations sériques de progestérone diminuent a 1,10+0,60 ng/ml au 14°me
jour, pour atteindre une valeur minimale de 0,084+0,03 ng/ml au 16°™ jour aprés l'ovulation.

Entre le 9°™ et le 11°™ jour, il n'y a pas de variation significative (Figure 29).
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Figure 29 : Concentration sérique quotidienne moyenne de progestérone (-) et volume total du
tissu lutéal (A) chez six brebis a face Western white-faced (Bartlewski ez al., 1999a)
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Un méme profil d'évolution de la P4 au cours du cycle cestral a été rapporté chez les
bovins (Goémez-Seco et al., 2017) et les caprins (Arashiro et al., 2010). L'augmentation de la P4,
au cours de la phase lutéale, correspond a l'hyperplasie et a l'hypertrophie des cellules
stéroidogénes du CJ associées a un débit sanguin le plus élevé (Sangha et al, 2002) et la
diminution de la P4, en phase folliculaire, est due la régression du CJ caractérisée par des

changements dégénératifs et de remodelage du tissu de CL (Pate, 1994) .

Des travaux rapportent I’existence de variations individuelles dans la durée du cycle
eestral au sein d’'une méme race. En effet, les résultats de Ijabo et al. (2014) montrent que la
durée du cycle cestral chez les brebis de race Yankasa, déterminées a partir des valeurs de la P4

sérique, varie entre 11 (cycles courts) et 25 jours (cycles longs).

Des études portent sur I’évolution de la progestéronimie au cours du cycle cestral montrent
qu'il existe des variations de concentration de la progestérone observées sous I’influence de

différents facteurs.

> Relation entre progestéronémie et race

La relation entre la concentration de la P4 et la race des brebis est démontrée par Deghedy
et al. (2017). Les résultats obtenus montrent que les brebis de race Romanov ont une
concentration en P4 plus €élevée que les brebis de race Rahmani et les brebis croisées (Rahmani x
Romanov) (Figure 30). Cette différence est liée au nombre et a la taille du CJ, plus élevée chez la
race Romanov. En effet, ces auteurs rapportent une corrélation positive significative entre le
nombre et diametre du CJ et la concentration de la P4.

5.. _______________________________

= & Rahmani
45+ | w=pgm Romonov|-———---=—-M--——— = ——-

44+ - =l Croisées | _ _ _ _ _

354 mmmmm e e oo
3. ________________

251 ——————- S -\ -----
oA ]

Concentrations de la progestérone (ng/ml)

Jours de cycle oestral

Figure 30 : Concentration de progestérone sérique (ng/ml) dans les trois races de brebis
(Deghedy et al., 2017)
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> Relation entre progestéronémie et prolificité

En fonction de la prolificité de la race, le taux de P4 varie au cours du cycle cestral. Les
travaux de Bartlewski ef al. (1999b) chez les brebis non prolifiques de race Western White Face
et prolifiques de race Finn montrent que la races ovine non prolifique produit plus de P4 pendant
le metcestrus et le dioestus que la race prolifique (Figure 31). Cette différence est li¢e a la taille
du CJ. En effet, la race Finn prolifique engendre des CJ de petite taille par rapport a la taille

importante du CJ de la race non prolifique.
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Figure 31 : Variations quotidiennes des concentrations sériques moyennes de progestérone
(ng/ml) (a) et du volume moyen du tissu lutéal (mm"®) (b) chez des brebis non prolifiques de race
Western White Face (H) et prolifiques de race Finn (LJ), au milieu de la saison de reproduction

(Bartlewski et al., 1999b)

L’étude de Gonzalez-Bulnes et al. (2001) sur le suivi échographique de la taille du CJ
apprécié par sa surface chez les brebis Mérinos espagnoles, révele que les variations de la
surface du CJ sont corrélées avec la progestéronémie (Figure 32) .Les méme résultats sont
observés dans les travaux de plusieurs auteurs (Bartlewski et al., 1999b; Duggavathi et al., 2003;

Davies et al., 2006)
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Figure 32 : Surface moyenne du corps jaune en mm? (m) et concentration moyenne de
progestérone plasmatique en ng/ml (@) chaque jour de cycle cestral des brebis Mérinos
espagnoles (Gonzalez-Bulnes et al., 2001)
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Des résultats similaires des suivis échographiques du volume du CJ rapportés par
Shabankareh et al. (2009), chez les brebis de race Sanjabi, montrent I’existence d’une corrélation
positive (r=0,715; p<0,01) entre le volume lutéal total et la concentration sérique de P4 au cours
cycle cestral (Figure 33). L’évolution de ces deux parameétres au cours du cycle cestral montre
une maturation morphologique (volume du CJ) plus précoce que la maturation fonctionnelle (P4)

et une régression fonctionnelle (P4) plus précoce et rapide que la régression morphologique du

ClJ.
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Figure 33 : Volume moyen de tissu lutéal (mm®) et concentration moyenne de P4 plasmatique
(ng/ml) pendant le cycle cestral des brebis de Sanjabi. Valeurs en moyens + S.D (Shabankareh et
al., 2009)

> Relation entre progestéronémie et saison

L’effet de la saison sur les caractéristiques du cycle cestral dépend de la photopériode
(durée du jour), du niveau nutritionnel et de la race.

Chez les brebis égyptienne de race Farafra, les travaux de El-Sayed (2017) montrent que la
saison n'a pas d’effet significatif sur la durée du cycle cestral (Figure 34). La concentration
plasmatique de progestérone est faible au début de l'cestrus, augmente progressivement jusqu'a
un niveau maximal au 8™ jour et persiste jusqu'au 14°™ jour (phase lutéale), puis diminue au
16°™ jour en hiver, au printemps et en 6té et au 18°™ jour en automne. Le pic de P4 au cours du
cycle cestral varie en fonction de la saison, avec une valeur maximale observée en automne et
une valeur minimale au printemps. Des résultats sont similaires ont été rapporté par Kandiwa et

al. (2019) chez la race Swakara par contre chez la race Dakara, non saisonniére, aucune variation

dans le pic de P4 n’a été observée.
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Figure 34 : Concentration plasmatique de la P4 (ng/ml) chez les brebis Farafra au cours des
saisons (El-Sayed, 2017)

> Relation entre progestéronémie et alimentation

L’effet du niveau énergétique et protéique de la ration alimentaire sur la P4 au cours du
cycle cestral chez les brebis de race Sabi a été rapporté par Muzvondiwa et al. (2011). Les trois
régimes expérimentaux utilisés sont comparables aux changements saisonniers de la disponibilité
et de la qualité des aliments (protéines et énergie) dans la région d’étude. Le régime alimentaire
L (Low ou faible) fourni 0,5 fois d'énergie et de protéines nécessaires a I'entretien des brebis. Le
régime M (Medium ou moyen) fourni un niveau de nutriments moyen et le régime H (High ou
riche) fourni 1,5 fois plus de protéines et d'énergie nécessaires a la brebis (Flushing). Les
résultats indiquent que le régime alimentaire a forte teneur en nutriments a un effet significatif
sur les concentrations de la P4 entre le 6™ et le 18 jour du cycle cestral (Figure 35). Alors que
pendant I’cestrus, le flushing n’a pas d'effet significatif sur la concentration de la P4 comme

rapporté par Socheh et al. (2019) chez la brebis Javanese Thin-Tailed (Figure 36 ).
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Figure 35 : Concentrations moyennes de P4 plasmatique (a) et fécale (b) au cours du cycle

cestral des brebis soumis a différents niveaux de régime alimentaire (Muzvondiwa et al., 2012)
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Figure 36 : Profil de la progestéronémie (ng/ml) pendant la phase d’cestrus du cycle cestral chez

les brebis de race Javanese Thin-Tailed soumises a différents niveau de régimes alimentaire
(Socheh et al. (2019)

> Relation entre progestéronémie et effet bélier

Chez les brebis, 1’exposition au male induit une premicre ovulation silencieuse (pas
accompagnée de comportement d’cestrus) 2-3 jours apres, associée a un cycle court ou normal
(Figure37). Les cycles court produits par 1’effet male se traduisent par une régression prématurée
du CJ avec une concentration de P4 tres faible et d’une deuxieme ovulation silencieuse aura lieu
environ 5 a 6 jours apres la premicre, avec la mise en place d’un CJ d’une durée de vie similaire
de celle observé en saison sexuelle (cycle normal) (Thimonier et al., 2000; Adib et al., 2014;
Fabre-Nys et al., 2015). Les chaleurs apparaissent lors d’une troisiéme ovulation environ 25

jours apres 1’exposition aux béliers (Thimonier et al., 2000).
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Figure 37 : Changement de la P4 chez la brebis aprées introduction du bélier sexuellement actif

(Fabre-Nys et al., 2015)
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> Relation entre progestéronémie et technique de dosage
Une étude comparative entre deux technique de dosage de la P4 par RIA et IEA a été
réalisé par Canepa et al. (2008). Les résultats obtenus montrent :
o[ ’existence d’une corrélation positive entre les deux techniques utilisées (R=0,84).
e[ a validité importante de la RIA qui est sensible, précise et exacte. Cette technique est peu
automatisable et la détection se fait par un tracteur radioactif, qui est toujours dangereux.
Par contre, IEA permet d’analyser de fagon simple, rapide, automatisée et peu coliteuse
avec un grand nombre d’échantillons par série de dosage. Mais elle est aussi sensible,
spécifique, précise et exacte.
Les résultats des dosages de P4 par RIA et EIA montrent des variations synchrones au
cours du cycle cestral (Figure 38). Les deux types de dosages sont validés pour I’évaluation de la

progestéronémie dans le plasma des ovins et chez d’autres espéces (Canepa et al., 2008).
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Figure 38 : Résultats des dosages EIA et RIA direct et par extraction de progestérone pour 3
brebis A, B et C, avec en abscisse le nombre de jours aprés I’introduction du bélier (Canepa et
al., 2008)
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Conclusion

L’évaluation de la progestéronémie est un des moyens utilis¢ pour déterminer la phase du
cycle cestral (phase folliculaire ou lutéale), I’activité sexuelle et 1’état de gestation ou de non

gestation précoce des ovins.

Plusieurs méthodes de dosage de la P4 sont utilisées, tel que les méthodes radio-
immunologiques et les méthodes immuno-enzymatiques simples et rapides, confirmées par des

criteres de validité a savoir la spécificité, la sensibilité, I’exactitude et la précision.

L’analyse des travaux réalisés par de nombreux auteurs chez plusieurs races ovines montre
que le profil d’évolution de la P4 est comparable au cours du cycle cestral. Les concentrations de
P4 et la durée du cycle cestral varient en fonction de différents facteurs tels que la race, la

prolificité, la saison, I’alimentation et 1’effet de bélier.
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