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INTRODUCTION

La fertilité, définie comme l'aptitude d’'une vacheétre gestante aprés une insémination,
diminue chez les races laitieres dans le mondereshtpuis 20 a 30 ans (Barbat et Le Mézec, 2008).
En France, une étude retrospective sur 10 ansrmpata 37 millions d'inséminations artificielles
réalisée Barbat et Le Mézec (2008) a montré untedte la fertilité dans les trois principales races
laitieres (Prim’ Holstein, Normande et Montbélidrdgette baisse de la fertilité a été observée auss
bien chez les génisses que chez les vaches lajtterd particulierement depuis le début des années
2000. La chute la plus importante est observéaes Prim’Holstein (-3,6% de réussite en premiére
IA entre 2000 et 2004 pour les vaches laitiere? &% pour les génisses). La part de la génétique
dans la baisse des performances de reproductiogvaktée entre 30 et 50% avec des variations
selon la conduite de troupeau, la race et le nisaproduction. En plus de la sensibilisation des
éleveurs a la conduite du troupeau et notammentesmui concerne le délai de mise a la
reproduction, la détection des chaleurs et le matment, la sélection génétique a été améliorée.
Depuis 1998, une indexation des taureaux surrtditte de leurs filles a été mise en place et le
critere de fertilité inclus dans le calcul de I'lSBEIn 2007, le nombre de parametres de cet index a
été augmenté des caractéres fonctionnels en tantpogdicteurs. Cette prise en compte des
déterminants génétiques des taureaux reprodudtetedilité dans la sélection génétique a permis
de stabiliser les performances de reproductionfele®lles avec des effets visibles depuis 2004
(Barbat et Le Mézec, 2008).

Une autre des causes principales de la chute figtilité observée depuis 20 ans chez les
bovins est la mortalité embryonnaire. Selon le munoel elle intervient, on distingue la mortalité
embryonnaire précoce survenant avant 1™ @ur de gestation et la mortalité embryonnaire
tardive qui correspond & une mortalité ayant lietiecle 16™ et le 42-48™jour aprés I'ovulation.
Puisqu’elle survient avant I'émission du signal eyobnaire de gestation, la mortalité
embryonnaire précoce ne perturbe pas la cycliaibdlis que la mortalité embryonnaire tardive
s’accompagne d’un allongement de la durée du dytlenblot, 1986). Cliniquement, la mortalité
embryonnaire précoce ne se distingue donc pas derdécondation. La baisse de la fertilité
observée a I'échelle mondiale semble majoritairdntiée a une augmentation de l'indice de la
mortalité embryonnaire précoce. Actuellement, exe iarim’Holstein, on estime a 10% le taux de

non fécondation, 43% le taux de mortalité embryamenprécoce et a 10% le taux d’avortement

5



(mortalité du conceptus plus de 45 jours apresdinination artificielle), le taux de mise bas est
donc de 'ordre de 40% (Ledowt al.,2006 ; Diskin et Morris, 2008). Il apparait alargortant de
travailler sur la diminution de la mortalité embmnyaire afin d’améliorer les résultats de

reproduction en exploitation laitiere.

La progestérone est indispensable dés le débug dgedtation, immédiatement apres la
fécondation, et le reste pour toute la durée dgektation. Elle accélére le transit de I'embryon
depuis l'oviducte jusqu’'au lieu de son implantatidans l'utérus. La progestérone stimule
egalement les sécrétions utérines qui vont nollgimbryon avant son implantation et ainsi
permettre sa survie dans le tractus génital (Tlkeatelh al, 2000). La progestérone possede
également un réle dans le dialogue mére / conceasprésence a de fortes concentrations a
l'interface faeto-maternelle permet I'inhibition tecytolyse en faisant intervenir la prostaglandine
E2 (PGE2), l'interféron tau (IFiN) et le Progesterone Induced Blocking Factor (PRIBFette
intrication des processus immunologiques et endesriindispensable au maintien de I'embryon,
constitue la clé de sa protection contre son mejetunologique par les tissus maternels. Avant que
le placenta ne prenne le relais, vers 100 jourgetgation, c'est le corps jaune qui sécréte la
progestérone. Le maintien de la fonction lutéaledpet cette période est donc indispensable a la
poursuite d’'une gestation et implique deux mécaessmui sont I'inhibition de la sécrétion de
’hormone lutéolytique qu’est la prostaglandine(PGF2x) ainsi que la diminution de la sensibilité
du corps jaune a I'action de cette derniére. Léefacantilutéolytique sécrété par le conceptus agé
de 16 a 25 jours est une protéine : la trophoblasbiu IFN et qui possede des propriétés anti-
virales, anti-prolifératives et immunomodulatricéghatcher et al, 2000 ; Humblot, 1988).
L’injection intra-utérine quotidienne a des breaipartir du douzieme jour du cycle d’homogénats
de conceptus agés de 14-16 jours induit le maintiencorps jaune et de la sécrétion de
progestérone. En revanche, la lutéolyse n’estigabée lorsque les conceptus sont agés de plus de
21 jours. Il existe donc une période critique plauproduction de I'lFN. Cette période critique se
situe entre J14 et J17 chez la vache. LikNuit localement I'inhibition des sécrétions déf2u
et diminue la sensibilité du corps jaune a I'actlatéolytique de cette derniére. Le mécanisme
d’action de I'lFNc est complexe et fait intervenir une suite de iéasten chaine qui font diminuer
le nombre de récepteurs endométriaux a lI'ocytoda@risent la synthése de PGE2 aux dépens de
celle de PGR2 De plus, l'action lutéotrope de la PGE2 antagediaction lutéolytique de la
PGF2i, ce qui pourrait expliquer la diminution de seilgé&du corps jaune a I'action de la PGF2
pendant la gestation (Humblot 1988 ; Thatatesl, 2000 ; Geiseret al.,2000). La reconnaissance

de la gestation par I'organisme maternel nécessite synchronisation précise entre le stade de
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développement du blastocyste et I'état de récd@tisndométriale : la lutéolyse peut intervenir
méme en présence d’'un embryon si la sécrétion d’'#3tlinsuffisante ou trop tardive par rapport a
la période de réceptivité utérine, I'lkNn’étant sécrété que par les conceptus agés €'tbtet 25
jours. Une étude réalisée a J17 sur des multigmmgant un embryon de taille inférieure a sa taille
théorique del5mm de long a induit une augmentatienla progestéronémie ainsi qu’'une
production d’'IFN non détectable dans le liquide utérin (Hagen-Hiar al., 2002). Dés les
premiers jours apres l'insémination artificiellea Iprogestérone d'origine lutéale favorise
I'élongation du blastocyste (Hafez 2000 ; Geisefrtal., 2000 ; Thatcheret al., 2000). Or le
trophectoderme est le tissu responsable de la &ymttiinterféron tau qui est lui responsable de
l'inhibition de la synthese endométriale de P@FCette inhibition permet le maintien du corps
jaune et donc la synthése de progestérone indisplnsau maintien de la gestation. La
progestérone favorise I'élongation du trophoblast@&onc aussi I'apposition du trophectoderme sur
'endometre améliorant ainsi le transfert de I'lFldar contact de cellule a cellule. Ainsi, le
déroulement normal d’'une gestation nécessite usldgpement embryonnaire suffisant, lui-méme
soutenu par une production de progestérone adédiesedonnées concernant la physiologie de la
gestation et donc la physiopathologie de la maétadimbryonnaire ont permis de réfléchir a
différentes stratégies pour lutter contre cetteniéee, parmi lesquelles 'augmentation du taux de

progestérone maternelle.

L’alimentation peut étre utilisée afin de limitea bynthése de PG&2en modifiant les
réactions enzymatiques dans l'utérus. Certainseagmblyinsaturés tels que les acides linoléique,
linolénique, eicosapentanoique (AEP), docosahegaroi(ADH) peuvent inhiber la synthése
utérine de PGR2 en entrant en compétition avec I'acide arachigiomiet en empéchant ainsi sa
conversion en PGl2par la cyclooxygénase. Si certains essais de éo@pitation ont ensuite
montré une diminution de la mortalité embryonnaamres la premiere comme a la seconde
insémination artificielle, d'autres études sont wes contredire ces résultats (Miaéttal, 2004).
L’administration pendant 25 a 50 jours d’huile a@sgon riche en acides gras polyinsaturés a quant
a elle provoqué une diminution de la synthese dé&ZGMialot et al., 2004). Cette stratégie,
d’efficacité non systématique, ne permet que diu@eir a long terme. D’autres techniques
permettant de traiter des problemes de mortalitbrgomnaire a court terme sont également
étudiées. La stratégie majeure pour lutter corgrenodrtalité embryonnaire est de lutter contre la
lutéolyse, c’est-a-dire soit de diminuer la synthde PGF&, soit d’augmenter la progestéronémie.
Les stratégies anti-lutéolytiques ayant pour butddeinuer la synthese de PGFZisent a la

diminution de [l'cestradiolémie lors de la périodatique : il s’agit de réduire la sécrétion
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d’cestradiol (E2) par le follicule dominant. Cecexlique par le fait que I'E2 est responsable de
I'apparition sur I'endométre des récepteurs suguets va se fixer I'ocytocine produite par le corps
jaune engendrant ainsi la synthése de RGE2a destruction des follicules dominant par une
irradiation par rayons X retarde la lutéolyse @@iinet al.,2001). Cette technique n’est cependant
pas reproductible en clientéle. La molécule peramétla disparition des follicules dominant est la
releasing gonadotropine hormone (GnRH). Injectéenglieu de cycle, la GnRH, provoque
I'ovulation du follicule dominant, sa lutéinisatiau son atrésie en fonction de son stade lors de
'administration. Apres une injection d’un analogie la GnRH entre J12 et J16, I'cestradiolémie

diminue ainsi de 30% par rapport a des animaux irgr(ialotet al.,2004).

La diminution de la synthése de P@HR#&ut également étre obtenue en augmentant lel signa
antilutéolytique du conceptus. On peut envisagedmhinistrer directement I'IFiN ou d’en
augmenter la synthese endogene. Deux injectiorisNd’la J14 et a J24 (JO étant le jour de
'ovulation) d’'un cycle provoquent une augmentatsignificative de la durée de vie du corps jaune
(Thatcheret al.,2001). Cependant, on ne dispose encore que degdorthées et les injections
sont réalisées par voie intra-utérine ce qui reste manipulation extrémement risquée a une
période ou le risque de mortalité embryonnairecksté. Les stratégies antilutéolytiques consistant
a augmenter la progestéronémie sont multiples (Wiat al., 2004). Le principe général est
d’accélérer I'élongation du conceptus pour obtemie sécrétion d'IFN suffisamment précoce et
suffisamment importante. Avant I'ovulation, on offe® augmenter la taille du follicule pré-
ovulatoire afin d’obtenir un corps jaune de tailegmentée secrétant plus de progestérone.
Cependant, la corrélation entre le gros diameétrecdips jaune mesuré par échographie et
I'élévation de la progestéronémie est discutédesarésultats obtenus sont variables (Mann, 2009).
D’autres stratégies antilutéolytiques existent naies sont mises en place apres I'ovulation. La
premiere est assez similaire a celle avant I'ouutaet consiste en 'augmentation de la croissance
du corps jaune. La différenciation et la vitessem@ssance du corps jaune sont reliées a la dirée
a I'amplitude du pic de LH. Une libération proloegde GnRH induit un pic de LH plus long qui
stimule la croissance et le fonctionnement du c@pse. L'utilisation d'implants d’agonistes de la
GnRH a permis donné des résultats intéressantsddseyzaches laitieres hors lactation (Miadot
al., 2004). Tout comme l'injection de GnRH en début Haleurs sur des vachespeat-breeders
(infertiles a chaleurs normales) ou lors de deugié@msémination. Une méta-analyse regroupant 40
essais soit 19019 vaches, conclut a des résultatlaises sur la mortalité embryonnaire lors de
I'utilisation de GnRH ou d’'un de ses analogues (@&or et Lean, 1993). Cependant I'étude de

Mann en 2009 montrant I'absence de corrélationeel@rdiametre du corps jaune mature et la
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progestéronémie remet en cause cette stratégidelaeme stratégie utilisée apres I'ovulation est
d’augmenter la progestéronémie en phase lutéalepeat alors soit apporter de la progestérone,
soit en augmenter la production. L'apport de prt&reme exogéne donne des résultats tres
variables. Pour étre efficace, le traitement do# éong et couvrir la période critique soit 154 1
jours apres l'insémination (Mialadt al., 2004). De plus, la pose d’un implant ou d’'un d&pb
vaginal nécessite deux interventions qui sont nespioles de stress pour I'animal pendant une
période ou le risque de mortalité embryonnaireédsté. Le rapport bénéfice / risque est alors
faible. Des études récentes ont cependant mongd'afticacité de ce protocole est variable selon
I'élevage et qu’il peut s’avérer intéressant sslgpplémentation est mise en place avant J6 post
insémination dans des troupeaux a faible fertdiv@t la progestéronémie moyenne de I'ensemble
des vaches est inférieure a 2ng/mL a J5 (McMidaml., 1991 ; Starbuclet al., 1999). L'apport
endogene de progestérone peut se faire en augrhémgaroduction de progestérone par le corps
jaune existant ou bien en créant un second corpsejait accessoire. L'utilisation d’hormone
chorionique gonadotrope humaine (hCG) a J5 aps&srimation a montré des résultats intéressants
dans cette voie malgré des résultats controversémtga la diminution de la mortalité
embryonnaire. Pour Thatchet al. (2001), I'injection d’hCG a J5 augmente la progestémie
périphérique de 6,3ng/mL chez les multipares et3¢dblng/mL chez les primipares. Cette
augmentation a eu lieu uniguement chez les vacyss ormé un corps jaune accessoire suite a
l'injection d’hCG, soit chez 86,2% des vaches émét Elle est associée a celle des taux de
gestation de 7,1% a 28 jours de gestation, 4,1%jauts et 6,5% a 90 jours. Inversement, Schmitt
et al. (1996) n'ont pas montré d’augmentation des taugeation apres l'injection de 3000 Ul
d’hCG a J5 du cycle, et ce, malgré une augmentaigmificative de la progestéronémie suite a
cette injection : 9,7+1.2 ng/mL avant injection&t1.2 ng/mL. La GnRH agit selon le méme mode
d’action que 'hCG en provoquant la formation d'oarps jaune accessoire. Selon I'étude de
Karimi et al. I'injection a J5 et J12 de 5mL ou de 10mL de Gnédtlassociée a une augmentation
de la progestéronémie respectivement de 9,24 #8%(2+ 1,96, 9,43 + 2,15 et 9,42 + 2,14 (Karimi
et al.,2007). Cependant, la méta-analyse sur 19 étudémnpaur l'injection de GnRH entre J11 et
J14 réalisée par Petess al. (2000) a mis en évidence une importante dispdates les résultats
concernant la diminution de la mortalité embryonmaten effet, bien qu’une étude ait rapporté une
diminution de 22,1% de la mortalité embryonnairauttes ont noté une mortalité embryonnaire
plus élevée (de I'ordre de 3,3%) chez les animaaités. Seules des tendances ont pu étre mises en
lumiere par cette étude avec notamment une dinoinutle la mortalité embryonnaire plus

importante dans le cadre des études portant swadbes laitieres hautes productrices.
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L’environnement hormonal et plus précisément Ik ndositif de la progestérone dans
'implantation constitue actuellement un axe majera recherche pour la lutte contre la mortalité
embryonnaireLes résultats obtenus par I'nCG a J5 ont ouvevbla a d’autres essais dont le but
est également de créer un corps jaune accessoif@samt lutéiniser un follicule dominant afin
d’augmenter la progestéronémie en début de gestaline autre voie d’exploration de
'augmentation de la synthése maternelle de prégase, qui est celle de notre étude, est I'injectio
d’hCG a J12 apres lI'insémination. A cette datdpliécule de la seconde vague folliculaire, dans le
cas de cycles a trois vagues folliculaire, présemediamétre suffisant pour répondre a 'hCG
(diametre supérieur a 10mm). L’hypothése de ceair@st donc la suivante : l'injection d’'hCG a
J12 entraine la lutéinisation ou I'ovulation dulifalle dominant présent. Un deuxiéme corps jaune
se forme alors. Le taux de progestérone materpellierait donc augmenter, stimulant I'élongation
de I'embryon, ce qui est favorable a sa survie.sMairtout, ce second corps jaune formé vers J13-
14 ne serait pas sensible aux prostaglandinesayurgent étre libérées si 'embryon n’inhibe pas
assez leur sécrétion. Donc méme si le premier capse est lyseé, le second devrait persister
agissant ainsi sur le maintien de la gestationdlate de vie normale d’'un corps jaune est de 16
jours : le second corps jaune devrait donc étregmtévers J30, moment du diagnostic de gestation
par échographie. Ainsi, si la vache est diagnoégguon gestante, il est possible a d’injecter de
facon systématique une PGF2 alpha, puisqu’un darpge est systématiquement présent et qu'il y
est sensible. La vache pourrait alors étre insézrsnié chaleurs observées apres administration d’'un

produit peu colteux, uniquement chez les vachekqécessitent.

Actuellement, le gain de temps pour la réinsémamatiles vaches diagnostiguées non
gestantes est obtenu par la mise en place d’'uertrant GPG anticipé (RESYNCH ; Frickeal.,
2001). Une premiére injection de GnRH est pratigd@émurs avant le jour du diagnostic de
gestation chez toutes les femelles en 'absen@®ieaissance de leur statut. Cette injection permet
d’obtenir des vagues folliculaires synchroniségsle du diagnostic de gestation. Ainsi, les vaches
diagnostiquées comme non gestantes a J30 pouetair une injection de PGé&2e méme jour
puis une nouvelle injection de GnRH 48 heures péud et étre inséminées sans détection des
chaleurs. Il semble que les taux de gestation sqieis importants lorsque le protocole GPG est
initié a J33 (diagnostic de gestation a J40 dorttifjglutot qu’a J26 (diagnostic de gestation 8)J3
ou encore a J19 (diagnostic de gestation a J2@sdfmvulation précédente (Bartolonet al,
2009). L'utilisation de progestagénes en plus déype de protocole a également été étudiée. La
mise en place d’'un implant de progestérone de JPBapres une ovulation, suivie d’une injection

de GnRH a J23 puis d’une injection de P@R2J30, n"augmente pas le taux de gestation suite a
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linsémination réalisée a J33 et engendrerait méesetaux de gestation inférieurs a ceux observes
chez les vaches n'ayant pas recu d'implant. Lagm@s d’'un corps jaune a J30 ou encore une
progestéronémie élevée a J14 (JO étant le jouiodeldtion) ont cependant été montrées comme
reliées a un taux de gestation plus élevé (Barteletral., 2009). Or, les vaches ayant recu a J12
une injection d’hCG sont supposées présenter ungeptéronémie augmentée a J14 ainsi qu’un
corps jaune a J30, on se retrouve donc dans le ns&m&ma hormonal que dans l'étude de
Bartolome. Ainsi, avec uniquement une injectionPd&F2y toutes les vaches diagnostiquées vides
peuvent étre immédiatement resynchronisées lorbegi'ent recu de 'hCG a J12, et ce pour un
codt trés faible. L’injection d’hCG a J12 permeitten plus de diminuer la mortalité embryonnaire,
de réduire I'intervalle entre deux inséminations@ke colt supplémentaire d’une seule injection de
PGF2i.
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PREMIERE PARTIE : MATERIEL ET METHODES

l/. EXAMEN ECHOGRAPHIQUE DES OVAIRES

L’examen échographique des ovaires a été réahsévge transrectale au moyen d’un
echographe portable (Tringa, ESAOTE Pie Medicaisyyd-rance) equipé d’'une sonde linéaire de
7,5MHz. Chacun des examens a été réalisé seloéneermode, par le méme manipulateur sur les
bovins attachés au cornadis apres la traite dunnoaig fois la ration distribuée, aprés exploration
préalable par palpation transrectale de I'appaesiiital. Les différentes structures présentes tnt €
identifiées selon les criteres décrits par Kahrof)9OLes structures ovalaires ou rondes a parei fin
et dont le contenu anéchogéne ne dépasse pas 2chardetre ont été identifiées comme des
follicules. Les structures ovalaires d’échogénictiésulaire, grossierement granuleuse, se
différenciant nettement du stroma ovarien, plug,ctant été identifiees comme des corps jaunes.
Lorsque I'échographie montrait au sein de ce méype tle structure une collection de liquide
anéchogene de diametre inférieur a 2cm, cettetsteu@ été identifiée comme un corps jaune
cavitaire. Lorsque cette cavité anéchogene dépdssdicm de diamétre avec une paroi de plus de
3mm, cette structure a été identifiee comme uneklygal. Les kystes lutéaux ont été différenciés
des kystes folliculaires par I'épaisseur et le tgjEEhogénicité de leur paroi, les kystes follicda
ont également une cavité contenant un liquide agtate de plus de 2cm de diamétre, mais, leur
paroi est tres fine (moins de 3mm) et apparait pkisogéne que celle des kystes lutéaux. Les
diamétres de la plus grande structure folliculairele la plus grande structure lutéale présentes su
les deux ovaires ont été mesurées. Les mesures@ntalisées en tracant la droite passant par le
centre de la structure et en mesurant par la fmmetd hoc de I'échographe la distance séparant les
deux faces externes de la paroi les plus éloignéesimages ont été enregistrées dans la mémoire
numerique de I'échographe puis identifiees pamui@éro de la vache et la latéralisation de I'ovaire.
Les fichiers ont été ensuite transférés sur orduragous logiciel d’exploitation Bitmap (Microsoft,
Issy les Moulineaux, France). Les résultats ontiéa®té enregistrés sous forme de tableau via le
logiciel Excel (Microsoft, Issy les Moulineaux, i), afin d’'obtenir des données par jour ainsi
gue par vache. Les données enregistrées étaigppdede structure présente sur chaque ovaire
(follicule, corps jaune, kyste folliculaire et lai§ ainsi que son diamétre. Pour les folliculesl) &

diamétre du plus gros follicule présent a été astgg Pour les kystes, le diamétre du kyste ainsi

13



gue celui de sa cavité ont été enregistrés. La dlatgse du corps jaune a été fixée au jour de la
disparition totale a I'’échographie du corps jauceeasoire, disparition faisant suite a la dimirmutio
du diametre de ce dernier observée au cours despoécédents.

1I/. NOTATION DE L'ETAT CORPOREL

Une note d’état corporel a été attribuée le jouridelusion a chaque animal, selon la grille
de notation ITEB (Annexe 1). L’échelle va de 0 debnote minimale correspondant a un animal
trés maigre, la note maximale correspondant & aobevtrés grasse. La note finale est obtenue par
la moyenne de deux notes évaluant la vache de ptdfautre évaluant la vache caudalement. A
chaque échographie ou prise de sang, la note dtétaiorel a été ré-évaluée afin de pouvoir

contrler I'évolution de I'état corporel des vaclaescours du protocole.

I1l/. DOSAGE DE LA PROGESTERONE

Les préléevements sanguins ont été réalisés a e weiccygienne sur tube sec (Vacutainer,
Becton-Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, Etaitgs). Les tubes ont été centrifugés dix par
dix dés le retour de I'exploitation a 12,000 g pemdl50 secondes. Le sérum a ensuite été prélevé
au moyen d'un micro-pipeteur afin d’obtenir 2 aldg qui ont ensuite été congelés a une

température de -20°C dans deux congélateurs diti&re

Des sérums témoins ont été dosés simultanémernséaurs du protocole afin de pouvoir
contrbler I'absence de variabilité entre chaquedltdosage. Afin de réaliser ces sérums témoins,
50 mL de sang ont été prélevés sur un veau pré@uigedeux semaines afin d’obtenir un sérum
avec une concentration nulle en progestérone. kagide progestérone a ensuite été réalisé par
ELISA automatisé et détection par chemiluminescébkéecsys 2010 Hitachi Boeringher®, Reims,
France) munie de kits Progestérone Il ® (Roche,ilNesur Seine, France). Un seul des deux
aliquots réalisés pour chaque tube a été décondeléord a température ambiante puis au bain
marie a 37°C. Les sérums décongelés ont ensuiteh@mogénéisés, puis répartis en deux
échantillons de 300microlitres, échantillons swqleels les dosages ont été effectués. La moyenne

de ces deux concentrations a ensuite été priserepte.
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IV/. SELECTION DES VACHES ENTRANT DANS L’'ETUDE

L’étude s’est déroulée du 20 Octobre au 5 Décer@b@8 a 'EARL de Bissy a Bonnelles
dans les Yvelines (78830). Les vaches recrutéasnétdes vaches laitieres multipares de race
Prim’Holstein, entre 34 et 75 jours post-parturm Bacore inséminées. Les vaches étaient réparties
en trois lots : un dans lequel ne se trouvent gsevdches malades et deux autres lots constitués en
fonction de la production (lot 1 et lot 2). 42 vastont été initialement examinées : un examen des
ovaires a été réalisé par échographie transre@aldes les vaches présentant un follicule de plus
de 10mm de diametre et/ou un corps jaune de diansétérieur a 20 mm ont été incluses dans
'étude (tableau 1). Ainsi, 27 vaches sont entrdass le protocole. Leur production laitiere
moyenne pour la lactation en cours lors de I'ététddét de 12034+2682 litres. Leur état corporel a

été noté (tableau 1).
V/. PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Le jour de [linclusion les vaches ont recu une ctign intramusculaire de 100
microgrammes de buséréline (2,5mL de RECEPTAL, nhete Schering Plough, Beaucouze,
France). Sept jours plus tard, ont recu une igadttramusculaire de 0,5mg de cloprosténol (2mL
d’ESTRUMATE Intervet Schering Plough, Beaucouzeniee). Deux jours plus tard, chacune des
vaches a subi une échographie par voie transredmleses deux ovaires avec pour but la
latéralisation du follicule pré-ovulatoire (tabledau Suite a I'échographie, les 27 vaches ont recu

une injection intramusculaire de 100 microgramnmeS&dRH.

Deux jours aprés la deuxieme injection de busérdlii), les vaches ont été échographiées
afin de contrdler la disparition du follicule prgtdatoire, la disparition du follicule étant synomg
d’ovulation ce qui n’était pas le cas pour cinghes Une fois I'ovulation provoquée, un suivi
échographique des vaches ayant ovulé a été r@alid¢J6, J8, J9, J10, J11 et J12 afin de suivre la
premiere vague folliculaire ainsi que I'émergenedal seconde (figure 1). Les vaches n’ayant pas
ovulé ont été exclues de I'étude. Les folliculeésgnts ont été mesurés a chaque examen. A J12,
1500 Ul d’hCG (CHORULON®, Intervet Schering Plouglont été injectées par voie
intramusculaire. A J14, une échographie ovarieng&aeéalisée pour observer la lutéinisation du
follicule et la formation d’un corps jaune accessolLa croissance puis la lutéolyse du corps jaune
secondaire ont été suivies a J18, J20, J22, Ja4)3R, J32, J34, J36. Les derniéres échographies
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avaient également pour but d’observer une ovulaifonvant la reprise d’'un cycle une fois le corps

jaune secondaire lysé (figure 1).

Tableau 1 : Notes d’état corporel et structuresiexaes présentes le jour de l'inclusion.

N° de la vache Etat corporel Ovaire G Ovaire D
1 2 cJ F

63 2 F

70 2 F F

105 1 cJ F

115 2 / F

143 2,5 Cjcav F

149 3 / F

150 2 / F

184 2 / F/ Cl

199 1 F F

256 1,5 / F

258 2 F Clcav

260 3 CJ F

272 F o]

279 1,5 / o]

282 1,5 F C

285 2 / Clcav

785 1,5 F o]

942 1,5 o]} F

950 1 / F/kyste folliculaire?
985 1 F F
4152 1,5 F o]
4179 2 / Cjcav
4191 2 F F
4195 1 F Clcav
4207 2 F/kyste? Clcav

Légende: F =follicule de diameétre supérieura 1 cm; CJ = corps jaune

de diameétre supérieur a 2 cm ; Clcav = corps jaune cavitaire.
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Figure 1 : Protocole expérimental.
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Des prises de sang ont été réaisées a J11 et J12 afin d'obtenir une valeur de la
progestéronémie avant I’injection d’hCG. Une fois I'injection d’hCG réalisée, des prises de sang
ont été réalisée a J14, J18, J20, J22, J24, J26, J30, J32, J34 ains qu'a J36 avec pour but d’ évaluer

la progestéronémie en fonction de la présence ou non d’ un corps jaune accessoire.

Tableau 2 : Localisation du follicule pré-ovulatoire lors des échographies réalisées le mercredi 29
Octobre 2008.

L ocalisation du follicule pré-ovulatoire
N° delavache OvaireG Ovaire D

1 *

63 *

70 *
105 *
115 *
143 *
149 *
150 *
184 * *
199 *
256 *
258 *
260 *
272 *
279 * *
282 *
281 * *
285 *
785 * *
942 *
950 *
985 *
4152 *
4179 *
4191 *

kyste Déja présent le
4195 * 20/10
4207 *
18
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VI/. ANALYSES STATISTIQUES

L’influence de la note d'état corporel, du dianeeétiu follicule pré-ovulatoire, du diametre
maximal du corps jaune accessoire formé, sur langp a 'hCG (c'est-a-dire la formation d'un
corps jaune accessoire suite a l'injection d’hCi@jieque sur la progestéronémie ont été testées via
un test du Khi2. Les influences du diamétre du €gapne accessoire, du diamétre du corps jaune
primaire, du diametre du follicule pré-ovulatoird 82, de la durée de vie du corps jaune primaire,
du coté sur lequel s’est formé le corps jaune aotes de I'état corporel sur la durée de vie du
corps jaune accessoire ont été testées via undeedthi2. Les données sont exprimées en
pourcentage ou en moyenne * écart type. Les résuwa été considérés comme significatifs

lorsque p<0,05.

19



20



DEUXIEME PARTIE : RESULTATS

I/. INDUCTION DE L'OVULATION

Parmi les 27 vaches incluses dans le protocd@ ©ctobre 2008 seules 22 vaches (81,5%)
ont présenté des signes de chaleurs a J1. Le iétbographique des 5 vaches n'ayant pas été
vues en chaleurs a mis en évidence la présencecdips jaune de diamétre supérieur a 2cm ainsi
gue d’'un follicule pré-ovulatoire de diameétre sugédr a 1cm. Ces vaches n'ayant pas répondu au
protocole de synchronisation GPG ont été excluesadit des vaches 260, 272, 4179, 282 et 063
(tableau 1).

Il/. STATUT OVARIEN DES VACHES A J12

Le suivi échographique jusqu’a J12 a permis derdéher le nombre de vagues folliculaires
par cycle. Une vague folliculaire est caractéripée la croissance d'un follicule jusqu’a la
dominance, atteignant un diametre supérieur ou @geEdmm. Si un corps jaune est présent, il
S’atrésie, ce qui se traduit par une diminutiongpessive de son diametre. Une nouvelle vague
folliculaire ~ émerge alors avec le recrutement dunouvelle cohorte (Hafez, 2000 (c)).
L’émergence des vagues a donc lieu a J1 et J1@aldles cycles a deux vagues et a J1, J9 et J16
pour les cycles a trois vagues (Hafez, 2000 (d&)diznamique folliculaire des vaches de I'étude
entre J4 et J12 est présentée en annexe 1. Si,aldl@remier follicule dominant est toujours
présent ou que son diamétre commence a diminuegdae est considérée comme possédant un
cycle a deux vagues folliculaires. En revanchdeselyant déja vu un premier follicule régresser et
un second croitre a J12 sont considérées commedargsun cycle a trois vagues. A J12, toutes les
vaches présentaient un follicule de diameétre sapéra 10mm. Cependant, pour 6 vaches, le
follicule n’était plus en croissance mais en dé&sance. Ainsi, sur les 22 vaches du protocole, 16
vaches (soit 72,7%) présentaient un cycle a tragags folliculaires et 6 (soit 27,3%) un cycle a

deux vagues folliculaires.

Le suivi échographique a également permis de metttrevidence que 4 vaches présentaient

un kyste folliculaire a J12, 'une d’entre ellepentant également un kyste lutéal sur I'ovaire

21



controlatéral. Ces vaches présentant une cyclicdgmale malgré ces kystes, elles ont été

maintenues dans I'étude.

ll/. FORMATION ET ACTIVITE DU CORPS JAUNE
ACCESSOIRE

a) Examens échographiques

Les examens échographiques réalisées a J14 onténsam 13 vaches une diminution du
diamétre du follicule associé a un épaississemeisadoaroi. A J18, un corps jaune accessoire était
visible chez ces animaux. Ainsi, parmi les 22 vactraitées, 13 (soit 59%) ont formé un corps
jaune secondaire suite a l'injection d’'hCG. Ce&z&revaches se sont toutes avérées présenter un
cycle a trois vagues folliculaires. Ainsi, 81,2%sd&ches a trois vagues folliculaires ont formé un
corps jaune secondaire alors qu’aucune des vaatesxavagues n’a vu de corps jaune se former. Il
existe une liaison statistiguement significativerete nombre de vagues folliculaires par cycleet
réponse a I'hCG. Sur les treize vaches ayant réppoditivement a 'hCG (au sens de la formation
d’un corps jaune accessoire), 12 ont vu leur cfapse accessoire se former suite a la lutéinisation
d'un follicule de diametre supérieur a 10 millinestr, la derniére présentait au moment de
I'injection un follicule de 8 millimetres de diamét Il est a noter que parmi les vaches désignées
comme ayant répondu positivement a I'hCG, la vaaimaéro 4195 a été incluse bien qu'il s’agisse
de la lutéinisation d’un kyste.

L’étude statistique des taux de réponse a 'hC@oaation du lot dans lequel se trouvaient
les vaches le jour de l'injection d’hCG n’a révélécune différence statistiquement significative.
Ainsi, la présence d’'une tarsite, d’'une mammitriglie, ou encore le niveau de production (lot 1 et
lot 2) ne présentaient aucune liaison statistiggeifecative avec la formation d’'un corps jaune

secondaire.

L’injection d’'hCG a J12 n’engendre aucune modifmatdu diametre du corps jaune
primaire. Les corps jaunes accessoires formés auifejection d’'hCG présentent des diameétres
dont les valeurs sont du méme ordre que cellesa®s jaunes primaires. Les corps jaunes formés
suite a l'injection I’hCG a J12 atteignent leurrd@&re maximal en moyenne a J19+3, c'est-a-dire

en moyenne 7+3 jours apres l'injection d’hCG.
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b) Progestéronémie

La figure 2 et le tableau 3 présentent I'évolutdm la progestéronémie en fonction de la
réponse a 'hCG (formation ou non d’'un corps jasaeondaire). Les deux profils présentent une
forme générale assez similaire. 12 des 13 vachast &grmé un corps jaune accessoire visible a
'échographie suite a [linjection d’hCG montrent eunaugmentation consécutive de la
progestéronémie. On observe une augmentation meyaarl,74+8ng/mL de la progestéronémie
entre J12 et J14 soit une augmentation moyennedd®o/ (min= -97% et max=337%). Cette
augmentation est immédiatement suivie d’'une chetéadprogestéronémie moyenne qui retrouve
des valeurs équivalentes a celles des vaches m’aganformé de corps jaune secondaire suite a
l'injection d’hCG. Chez la vache pour laquelle jgntion d’hCG avait engendré la lutéinisation
d'un kyste folliculaire la progestéronémie a au tcaine diminué aprés linjection. En ce qui
concerne les vaches n’ayant pas répondu positiieanhCG, leurs courbes de progestéronémie
présentent également une forme de cloche danshde, bien que I'on note encore une certaine
hétérogénéité dans l'allure de ces courbes. Onote aucune augmentation entre J12 et J14, au
contraire, on observe une chute moyenne de 1,8g4mMnde la progestéronémie entre les deux
prélévements. La progestéronémie moyenne des vatgmt pas répondu a I'hCG est inférieure
a celle des vaches ayant répondu a 'hCG jusqu Udcart maximal étant atteint a J14 pour
lequel I'écart est de 3,5ng/mL. Puis la concerdrain progestérone du sang des vaches ayant
répondu a I'hCG reste proche de celle des vaclasnt pas répondu, et ce, jusqu’a J30. La courbe
montre des modifications hétérogénes d'un jouraatie de la progestéronémie moyenne des
vaches ayant répondu a 'hCG par rapport a celegant pas répondu et I'on obtient cependant
une augmentation moyenne de 20,7%0,33 entre tgepreronémies moyennes des vaches ayant
et n‘ayant pas répondu entre J14 et J30. La pr@&gesimie moyenne au cours de I'étude des
vaches ayant répondu positivement a I'nCG est dagrtficativement supérieure a celle des vaches

n'ayant pas répondu a I'hCG.

L’existence d’une différence significative entres Iprogestéronémies des vaches ayant et
n'ayant pas répondu positivement a 'hCG associeestour de la progestéronémie moyenne des
vaches ayant présenté un corps jaune seconda@® abburs similaires a celles des vaches n'ayant
pas formé de corps jaune secondaire suite a ltiojpod’'hCG aprés la lyse du corps jaune
secondaire constitue donc une preuve du fonctioenemu corps jaune accessoire formé suite a
l'injection d'’hCG. L'exemple de la vache 4152 ilttes bien ce point : 'augmentation de la
progestéronémie chez cette vache commence autoilt8820, alors que le corps jaune primaire
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de cette vache avait disparu a J20. De plus, leesltie progestéronémie observées sur les courbes
individuelles coincident dans le temps avec I'obaton a I'échographie de la lyse du corps jaune
accessoire. Il faut cependant préciser que lesegnltayant pas répondu a 'hCG ont également

présenté une augmentation de leur progestéronétéeas!’injection d’hCG.

Figure 2 : Evolution de la progestéronémie moyedeg 22 vaches en fonction de la réponse a
I'hCG. Abcisses : 0=J10 apres ovulatiom yaches n’ayant pas formé de corps jaune secondaire
(n=9) ; ¢ vaches ayant formé un corps jaune secondaire jn=13
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Tableau 3 : Evolution de la progestéronémie eritreet J30 suite a l'injection d’hCG a J12 pour

les 22 vaches.

Vaches ayant formé un corps jaune accessoire Vaches n'ayant pas formé de corps jaune
suite a l'injection d'hCG accessoire suite a I'injection d'hCG

Progestéronémie moyenne Progestéronémie (min-max) Progestéronémie Progestéronémie (min-max)
Date (ng/mL) (ng/mL) moyenne(ng/mL) (ng/mL)
J11 4,81+3,3 0,15-11,5 6,11+3,64 0,04-11,45
J12 7,6616,4 0,19-22,39 7,55%7,25 0,02-26,07
J14 9,2145,9 0,38-19,15 5,7+7,6 0,1-22,7
J18 5,3+4,7 0,12-14,9 3,445,4 0,2-16,4
J20 2,9+3,5 0-8,2 2,554 0,03-16,5
J22 2,843 0-9,7 2,421 0,2-6,7
26 3,916,8 0-12,4 4,4+3,1 0,35-9,5
J30 5,945,3 0,1-22,35 5,1+3,2 0,03-11,9

Lorsque I'on étudie pour chaque jour le rapporreta progestéronémie et le diamétre du
corps jaune accessoire on obtient une valeur gigtife du coefficient de corrélation entre ces
parametres uniquement a J26 (0,625). Si I'on g@sge ensuite, également pour chaque jour, au
rapport entre la progestéronémie et la somme duétia du corps jaune primaire et du corps jaune
accessoire, le coefficient de corrélation présetge valeurs significatives uniquement a J20
(0,647), a J22 (0,599) et a J26 (0,729). Ainsydieur de la progestéronémie chez les vaches ayant
répondu a 'hCG ne dépend pas du diameétre du gaupe accessoire et ne semble dépendre de la

somme des diameétres des structures lutéales qepitocette derniere diminue.
IV/. SURVIE DU CORPS JAUNE ACCESSOIRE

La persistance du corps jaune accessoire a étEmau moment de la lutéolyse du corps
jaune primaire. La durée de vie moyenne des cawoses primaires de toutes les vaches de I'étude
était de 23,9+5,5 jours. Parmi les 7 vaches donbips jaune primaire était toujours présent a J24,
se trouvaient trois vaches dont le cycle était axdeagues folliculaires et n'ayant pas formé de
corps jaune secondaire. En revanche, les 4 auliees n’ayant pas vu leurs corps jaune primaire
lutéolyser a J24 avaient, elles, formé un corpsigagecondaire suite a linjection d’hCG et

possédaient donc toujours deux corps jaunes aAlRun lien statistiquement significatif n'a pu
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étre mis en évidence entre la présence d’'un ceynsej secondaire et 'absence de lutéolyse du

corps jaune primaire a J24.

A J30, seules 6 vaches parmi les 13 ayant réporthC& possédaient toujours un corps
jaune accessoire soit 46,1% des vaches répondewsgg,3% des vaches ayant recu de 'hCG. La
durée moyenne de persistance des corps jaunessaicessformés lors de notre étude était de
17,35 jours, ce qui veut dire que les corps jawsesndaires persistent jusqu’a J29-J30, et en
moyenne 5,5+7,3 jours apres la lyse du corps jauineaire. La lyse du corps jaune accessoire ne
semble pas dépendre de celle du corps jaune pemaeule une vache a présenté une lyse
simultanée de son corps jaune accessoire et deosps jaune primaire. Inversement, deux vaches
ont vu leur corps jaune secondaire subir une lys&otespectivement a J22 et a J26, soit 4 et 11

jours avant la lutéolyse de leur corps jaune prienai

Le diametre maximal atteint par le corps jaune ssmiee est directement lieé avec sa durée
de survie : tous les corps jaunes ayant survéauijasl30 ont atteint un diametre maximal d’au
moins 2cm (entre 2,1 et 2,9cm), soit un diametr&ima moyen de 2,4+0,3cm. Au contraire, les
corps jaunes accessoires dont la lutéolyse a eualant J30 n’ont jamais atteint ces 2 cm de
diameétre, les diametres maximaux de ces dernidéagtatie 1,1cm a 1,9cm pour un diamétre
maximal moyen de 1,5+0,3cm. Aucune liaison stafisgment significative n’a pu étre mise en
évidence entre la taille du follicule présent & &12a taille du corps jaune accessoire formé. La
taille du follicule a J12 n’influence pas les chesicle persistance a J30 du corps jaune accessoire
obtenu suite a la lutéinisation de ce dernierdidanetre moyen a J12 des follicules ayant donné un
corps jaune lysé avant J30 est de 1,38+0,32cm glarscelui des follicules ayant donné un corps
jaune toujours présent a J30 est de 1,36+0,36¢cO{p)

Aucun lien significatif n’a pu étre mis en évideneetre la durée de vie du corps jaune
primaire et celle du corps jaune accessoire (p30lGbdurée de vie du corps jaune accessoire n’est
pas non plus influencée par le cété sur lequet &emé le corps jaune, c'est-a-dire par le fai qu

le corps jaune se soit formé sur I'ovaire conteialt ou ipsilatéral au corps jaune primaire.

On note un état corporel moyen de 1,8+0,4 pouatésmaux dont le corps jaune accessoire
avait disparu avant J30 alors que celui des aninuEumt le corps jaune accessoire était toujours

présent a J30 est de 1,7+0,5 (p>0,05). L'état aefpvinfluence donc pas la survie du corps jaune.
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Ainsi, la durée de vie du corps jaune accessomméasuite a I'injection d’hCG ne semble
dépendre que de la taille de ce dernier, dontdendire doit au moins atteindre 2 cm au pic de
croissance. Une fois les corps jaunes accessdipEsraires lysés, les vaches qui avaient répondu a
'hCG ont toutes été revues en chaleur dans less jsuivant la lyse du corps jaune primaire ou

accessoire (entre 24 heures et 4 jours).
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TROISIEME PARTIE : DISCUSSION.

Les principales conclusions de notre étude sost lgpjection d’hCG a J12 engendre la
formation d’'un corps jaune accessoire chez les emdfont le cycle comporte trois vagues
folliculaires. Le corps jaune ainsi formé est bienctionnel, mais I'augmentation des taux de
progestérone sanguins n’est que transitoire. Lpsciaune accessoire résiste dans 77% des cas a la
lutéolyse du corps jaune primaire et survit en mogel7,3+5 jours au total. Il lyse en moyenne 5,6
jours apres le corps jaune primaire. Ce travailté raené chez des vaches laitieres hautes
productrices la production moyenne des vachesédiedé pour la lactation en cours au moment de
l'étude étant de 1203412682 litres (la productianplus faible étant de 8625 litres et la plus
importante de 20990 litres) contre une productiay@mne par lactation et par vache Holstein en
France de 8993 litres pour 'année 2008 (Contréiteel, 2009). La physiologie de la reproduction
de ces vaches est en effet particuliére. Tout dthlen raison d’une prise alimentaire importarge, |
flux sanguin hépatique de ces femelles est plusggke qui augmente le catabolisme des stéroides
(Bech-Sabaet al., 2008). La progestérone, fortement liée aux maigmasses du lait, se trouve
donc aussi subir une forte exportation. Les taugutants de progestérone sont ainsi plus faibles
gue chez les vaches a production moyenne, averédnetion de I'ordre de 25% (Lucy et Crooker,
2001). De plus, ces vaches ont une plus forte piipe a la perte d’état corporel lors des
premieres semaines de lactation et sont donc pljg$tess aux mortalités embryonnaires (Bech-
Sabatet al., 2008).

Nous avons utilisé une dose d’'hCG de 1500 Ul adstriée par voie intra-musculaire. Les
études réalisées a J5 ont utilisé différentes dbe€xG allanr de 1000 jusqu’a 3000 Ul (Thatcker
al., 2001) et 3300 (Thatchet al., 2006). Un corps jaune se forme consécutivemeihjadtion
guelle que soit la dose. Cependant, bien que la des 1000 Ul dI’hCG soit suffisante pour
engendrer la formation d’un corps jaune accesgoiretionnel (Stevensoet al.,2008), il apparait
gue les corps jaunes formés suite a l'injection4@80 Ul d’hCG sécretent, in vitro, plus de
progestérone suite a une stimulation par de 'h@& cpux formés suite a des doses de 1000 ou
2000 Ul d’hCG (Thatchest al.,2006).

Seules des vaches a 3 vagues folliculaires onntipa I'injection d’hCG par la formation
d’'un corps jaune accessoire. Selon. Ginther (1996)follicule de diametre supérieur a 8 a 10
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millimétres est nécessaire, pour que l'injectiohn@5 engendre la lutéinisation de ce dernier. En
effet, c’est a partir de cette taille que les tlles présentent des récepteurs a la LH (RcLHlesur
granulosa, récepteurs qui via lesquels agit 'n€@féz et Hafez 2000). Douze des treize vaches de
notre étude ayant formé un corps jaune accessom&cutivement a I'injection d’hCG possédaient
un follicule dont le diametre était supérieur owalégg 10mm, et pour I'une d’elle & 8 millimétres.
L’incidence de la formation d’'un corps jaune acogssaugmente avec le nombre de follicules de
diameétre supérieur a 10 millimétres présents suolaires au moment de l'injection et ce, selon
une courbe polynomiale du troisieme ordre (Steversal.,2008). Un diamétre de 10 mm semble
néanmoins étre une condition nécessaire mais fiesaste : dans notre étude, certains follicules de
diamétre supérieur ou égal a 10 millimétres n'aag pEpondu a 'hCG. Ces follicules étaient ceux
des vaches a 2 vagues : ces follicules étaient dotrés en atrésie, avec un diametre en cours de
diminution. Le diametre du follicule est donc udlioe de la réceptivité de ce dernier, mais le seulil

de 10 millimetres ne garantit pas une réponseipesstématique.

Pour pouvoir répondre a I'hnCG le follicule doit aodisposer d’une taille suffisante, or seul
un cycle a trois vagues permet d’obtenir un folkcde taille suffisante a J12. En effet, la durée d
dominance du follicule dominant de la premiéere wagst significativement plus longue dans les
cycles a deux vagues folliculaires comparativemanx cycles a trois vagues folliculaires
(respectivement : 13,9+0,3 jours contre 11,2+04gp (Jaiswalet al., 2009). Ainsi, seules des
vaches a trois vagues folliculaires dont susceptilel répondre a une injection d’'hCG a J12. Or les
génisses semblent présenter de facon prédominané@étable au cours du temps des cycles a 2
vagues folliculaires dans 68% des intervalles iniaratoires selon Jaiswat al (2009). Ainsi cela
suggere que l'injection d’'hCG a J12 serait pelwcaffe chez les génisses, chez lesquelles elle serait
de toute fagon peu indiquée puisque les génissgsnsoins sujettes a la mortalité embryonnaire
(Béch-Sabatet al., 2008). 72,7% des vaches de notre étude présentaiecycle a trois vagues
folliculaires et 27,3% un cycle a deux vaguesidalhires ce qui n'est pas en corrélation avec la
bibliographie qui rapporte une prédominance desesya deux vagues folliculaire (Bleaehal.,
2004). Les cycles a trois vagues folliculaires somiins répétables que ceux a deux vagues
folliculaires (Jaiswalet al., 2009). Il est donc nécessaire de controler le mende vagues
folliculaires avant I'injection d’hCG qui peut étgévu par la durée de la phase de dominance du
follicule dominant de la premiéere vague. Un examearien ne peut suffire puisqu’il ne permet pas

de conclure quant a I'état de croissance ou diatdan follicule de diamétre supérieur a 10 mm.
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L’augmentation de la progestéronémie que nous agbservée semble due d’une part a la
formation du corps jaune accessoire et d’autre pald stimulation directe de la sécrétion de
progestérone par le corps jaune primaire, ce quicesforté par I'observation a J14 d'une
augmentation de la progestéronémie chez les vathgant pas formé de corps jaune accessoire.
Cette stimulation provient de lI'action LH like d&dCG sur les cellules lutéales (Schrett al.,
1996). Schmitt et ses collaborateurs ont montrd @96 qu’une telle augmentation était due en
grande partie a la formation du corps jaune acaessoite a I'injection d’hCG. En ce qui concerne
les corps jaunes secondaires formeés suite a ltinjed’hCG une étude menée par Mann (2009) a
montré que la progestéronémie est liée au diangetreorps jaune la sécrétant jusqu’a ce que ce
dernier ait atteint sa taille de corps jaune mathies n’avons pas retrouvé cette corrélation pour
le corps jaune accessoire, en effet, le seul aefii de corrélation dont la valeur était significa
correspondait au quatorzieme jour de vie du capsg secondaire dont la phase de croissance était
donc terminée. En revanche le lien significatifesht entre la somme des diameétres des structures
lutéales présentes chez les vaches ayant réporduyrigestéronémie de ces derniéres pour J20,
J22 et J26 cette période correspond a la lyseatps faunes primaires. Cependant I'étude de Mann
incluait entre 23 et 29 vaches soit le double deeneffectif ce qui peut expliquer la différencdren

nos résultats et les siens.

Les vaches sélectionnées pour I'étude n'ayant pésiriséminées, nous ne disposons
d’aucune donnée directe quant au taux de gestatiptus précisément quant a 'augmentation de
ce dernier, augmentation, qui, rappelons le, est des perspectives de cette étude. En effet la
progestéronémie des meres apres I'inséminatioctaffa survie de 'embryon. Des concentrations
sanguines en progestérone trop basses au courgwdloppement pré-implantatoire diminuent
fortement les taux de survie des embryons (DiskiM@ris, 2008). L'augmentation précoce de la
progestéronémie obtenue suite a l'injection d’h@@naente les taux de survie embryonnaire : dans
I'étude de Thatcheet al. (2001) l'injection d’hCG a J5 augmente la progesiémie périphérique
de 3 a 6 ng/mL lorsque s’est formé un corps jauneessoire et cette augmentation de
progestéronémie a été associée a une augmenta®madx de gestation (+6.5% a 90 jours).
Néanmoins tous les résultats ne vont pas dansrgerséns : Schmitt al. (1996) n'ont pas montré
d’augmentation des taux de gestation aprés l'ijaade 3000 Ul d’hCG a J5 du cycle, malgré une
augmentation significative de la progestéroném&vd 9,7+1.2 ng/mL) suite a cette injection. La
différence d’effet sur la mortalité embryonnaireupgait s’expliquer par des types de vaches

différents. Chez Thatcheet al. (2001), il s’agif de vachges laitieres hautes pobaces (qui

subissent des taux de mortalité élevés) alors e Echmitet al. (1996), la production était plus
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modeérée. Le catabolisme plus importante de la gtégene chez les VLHP en ferait des vaches
plus sensibles aux effets de linjection d’hCG qles autres (Bech-Sabatt al, 2008).
L’augmentation de la progestérone diminuerait latalté embryonnaire en favorisant le transit de
'embryon dans l'oviducte, les sécrétions embrypliques utérines ainsi que I'élongation du
trophectoderme (Thatchet al.,2000). L’'hCG interviendrait donc par I'inductiorud corps jaune
secondaire et par la stimulation de la synthéséaletde progestérone. L'hCG pourrait agir
également via la disparition du follicule domindqgtii se transforme en corps jaune secondaire).
Cette disparition provoque une diminution de la doiion d'cestrogénes. Elle diminue
'environnement cestrogénique pendant la périodeedennaissance de la gestation et inhibe ainsi
le signal lutéolytique contrélé par I'cestradiol &Riet al., 1998). En effet des cestradiolémies
élevées sont associées a de la mortalité embryenidisiann et al., 1995). Les mécanismes
régissant I'effet de 'hCG sur la mortalité embrpaire ne sont donc pas completement connus.
Cependant, cette augmentation de la progestérondéneist que transitoire. La durée de
'augmentation de la progestéronémie consécutivajaction d’'hCG chez les vaches ayant formé
un corps jaune accessoire est inférieure a celldadsurvie de ce dernier, et elle apparait
tardivement par rapport a I'implantation. C’estteeaugmentation précoce de la progestéronémie
qui est recherchée dans les études pour lesquélieS est utilisé a J5. Il n’existe pas dans la

littérature d’autre essai d’injection d’'hCG a JAXe stade du cycle seule la GnRH a été testée.

La GnRH agit selon de méme principe sur le folecyglré-ovulatoire en engendrant la
lutéinisation de ce dernier et la formation d’'umpsojaune accessoire. La méta-analyse réalisée par
Peterset al. (2000) regroupant les résultats de 19 études rosiar les effets de l'injection de
GnRH entre J11 et J14 aprés I'insémination surdggstéronémie des vaches ayant formé un corps
jaune accessoire suite a cette injection ainsisquée taux de mortalité embryonnaire de ces vaches
comparés a ceux de vaches témoins met en évideweédultats extrémement variables d’'une
étude a l'autre. En effet, bien qu’une augmentatenla progestéronémie soit observée apres la
formation d’'un corps jaune accessoire, I'effet sarmortalité embryonnaire varie l'autre (de
+22.1% a -3.9%) selon les études. La diminutiorladenortalité serait proportionnellement plus
importante chez les vaches laitieres hautes prodest et plus largement dans des exploitations
dont le niveau d'étable est élevé. Toutefois, I'hG&nble avoir une efficacité supérieure a la
GnRH, avec une augmentation moindre de la progestérie dans le cas de I'utilisation de GnRH
dont la demi-vie est plus courte que I'hCG, ce iqylique une stimulation de type LH moindre

comparée a celle engendrée par l'injection d’hCBa(cheret al., 2006). Ceci a été confirmé in
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vitro : le corps jaune formé suite a l'injection GmRH sécréte moins de progestérone apres une

stimulation a la LH in vitro que celui formé suéd’injection d’hCG (Schmitet al 1996).

L’'image échographique des corps jaunes accesdomags suite a I'injection d’'hCG était
identique a celle des corps jaunes primaires. detmction des corps jaunes « spontanés » a pu
étre réalisée grace au suivi échographique régeiliara réalisation quotidienne d’'une cartographie
de chacun des ovaires. Ainsi, les durées de sdesecorps jaunes primaires et accessoires ont pu
étre évaluées. L'injection d’'hCG réalisée a J12ugnaenté la durée de vie des corps jaunes
primaires, et ce, que la vache ait répondu positerg ou non a linjection. Les corps jaunes
accessoires ont, quant a eux, présenté des dueéee @xtrémement variables, avec environ la
moitié des vaches possédant toujours leur corpgjaacessoire a J30. L'apoptose des corps jaunes
est due aux prostaglandinesoF@ndogénes qui agissent sur les grandes celluiéslés des corps
jaunes, au contraire de 'hCG et de la LH dontéeepteurs se trouvent, eux, sur les petites esllul
lutéales (Howard et Britt, 1990). Le passage dwtébla fin de la phase lutéale s’accompagne
d’ailleurs d’'une modification du ratio grandes #ifes cellules lutéales (Howard et Britt, 1990).
L'injection d'hCG 48 heures apres l'cestrus chezydesses provoque sur le corps jaune primaire
une diminution du rapport grandes / petites cedlilgéales du fait de la diminution du nombre de
grandes cellules lutéales (Benettal., 1989). Ceci pourrait expliquer pourquoi l'injectidhCG a
J12 a augmenté la durée de vie des corps jaunmasips (durée de vie de 23.945 jours contre 17
jours en moyenne) en diminuant le nombre de callgknsibles aux prostaglandinesuF3elon
Skarzinskyet al. (2008), a J12 les corps jaunes possedent toujlmsrsécepteurs a la LH, les corps

jaunes primaires a ce stade sont donc encore &naibhCG.

La progestérone posséde une fonction paracrine massi autocrine. En effet, la
progestérone stimule la sécrétion de prostaglandi#alpha au début de la vie du corps jaune
avant d'en inhiber la sécrétion a partir de la idaie la vie du corps jaune. De plus, bien que le
mécanisme en soit encore inconnu, la progestérdried a la fois I'expression des geReset de
caspase-&insi que l'activité de ces derniers qui sont aldsurs de I'apoptose des corps jaunes
(Schams et Berisha, 2004 ; Skarzynskial. 2008). Néanmoins lorsqu’un corps jaune primaite es
soumis a un environnement riche en progestérongape¢isa formation (de JO a J3), ce dernier aura
une durée de vie écourtée et la durée du cyclealsstia alors réduit@atistaet al., 1984 ; Garret
et al., 1988 ; Howard et Britt, 1990A l'aide d'un cathéter situé dans la veine cav&érieure,
Cooper et ses collaborateurs (1991) n'ont pu mettradvidence aucune différence significative

entre les profils de sécrétion de PGFM et d’ocyteselon que les bovins possédent un corps jaune
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de durée de vie écourtée ou un corps jaune de dieréee normale. Le seul point notable est
I'apparition précoce du pic de prostaglandines I2alghez les vaches dont la lyse du corps jaune est
elle-méme précoce. Une comparaison histologigusoehimique des corps jaunes formés suite a
une injection d'hCG a J6 avec des corps jaunesapeside méme stade n’a pu montrer aucune
différence entre les deux types de corps jaunecgusoit entre les quantités d'ADN, d'’ARN ou
encore les concentrations des différentes protéiRaske et al., 1991). Les dernieres données
concernant la physiologie du corps jaune chez ®8nb révélent l'intervention de nombreux
facteurs : cytokines, hormones, neuropeptidesingeiviennent a tour de réle lors de la formation,
le fonctionnement ou encore la lyse du corps jaPertaines molécules possedent des réles
opposés en fonction du cycle de vie d'un méme c@pee. C'est notamment le cas de la
progestérone qui stimule la sécrétion de prostadgien-2alpha en début de cycle pour l'inhiber au
milieu du cycle. L'activité lutéotrope de I'hCGuUgmentation consécutive de la progestéronémie
avec le role lutéotrope de la progestérone elle-ep&ont autant de facteurs pouvant expliquer
'augmentation de la durée de vie des corps japriemires. Cependant, cela ne nous permet pas
d'expliquer les variations importantes observées s durées de vie des corps jaunes accessoires
avec une moyenne de 17,35 jours avec des duréas d&chelonnant entre 10 et 24 jours. Ce qui
est, pour une partie des corps jaunes accessoiogs,court puisque nous attendions que ces
derniers soient toujours présents a J30. De nomlaeteurs ont inversement constaté que la durée
de vie des corps jaunes formés suite a l'injeafib©G était écourtée. Ce corps jaune accessoire,
formé suite a l'injection d’'hCG a J12 est sensdie prostaglandines méme dans les 5 premiers

jours suivant l'injection au contraire des corpsgs primaires (Howard et Britt, 1990).

La lutéolyse a lieu suite a une cascade d'activatio débute par l'action de prostaglandines
2alpha qui activent les médiateurs de I'apoptd&BN1 et le monoxyde d’azote (NO) qui se sont
révélés étre des acteurs majeurs de l'apoptosarfscat Berisha, 2004 ; Skarzynskial.,2008).
Cependant, le processus de lutéolyse est encommpietement connu et il reste difficile
d'expliquer pourquoi certains corps jaunes forméte s l'injection d'hCG ont une durée de vie
réduite et variable. Nous avons mis en évidencdstence d’'un diameétre seuil de 2cm au-dela
duquel le corps jaune persiste jusqu’a J30, sanssiignificatif entre la durée de survie et la note

d'état corporel, ou le diametre du follicule prasaoire.

Avec une survie moyenne de 17,35 jours, 46.1%cags jaune sont donc toujours
présents a J30, date a laquelle a lieu le prenwgndstic de gestation. Un des objectifs de notre

étude était d’induire chez toutes les vaches distippeées non gestantes a J30 un corps jaune ;
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pourraient recevoir une injection de prostaglansliredin de déclencher des chaleurs plus

rapidement afin de réduire le délai entre les des&minations. Néanmoins dans notre étude, seules
27.3% des vaches traitées a 'hCG ont répondu éxeptaient encore un corps jaune a J30. Ce
pourcentage est assez faible comparé aux 80% aeaha observer un corps jaune sensible aux

prostaglandines lors du diagnostic de gestatid@d0a J
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CONCLUSION

En conclusion, linjection d’hCG a la dose de 1300par voie intra-musculaire chez des
vaches laitieres hautes productrices de race Poistein a J12 de leur cycle engendre la formation
d’un corps jaune accessoire chez les vaches paédgent cycle a trois vagues folliculaires. Le corps
jaune ainsi formé est fonctionnel car il augmengaicativement la progestéronémie des vaches
chez lesquelles il se forme. L’injection d’hCG séenégalement avoir une action sur le corps jaune
pré-éxistant car ce dernier présente une duréeigleauwgmentée. Bien que non significative,
'augmentation de la progestéronémie des vachegantapas formé de corps jaune accessoire
implique la nécessité d’'une étude comparative adles vaches ne recevant pas d’hCG,
'augmentation de la progestéronémie imputabldh@® (provenant des sécrétions du corps jaune
primaire stimulé et du corps jaune accessoire)madualors étre évaluée. Le réle physiologique de
la progestérone dans la gestation permet de pdsgvothése que cette augmentation de la
progestéronémie induirait une diminution de la @idé embryonnaire. Toutefois, 'augmentation
obtenue dans notre étude est tres transitoirerdsestats mitigés obtenus par I'injection de GnRH a
J12 prouvent la nécessité d'une étude a granddl@ewvec l'injection d’hCG a J12 sur des vaches
inséminées. Les tendances qui ressortent de ceitie,éa savoir I'impact plus important de
l'injection sur la mortalité embryonnaire chez \exhes laitieres hautes productrices, associées aux
différences de métabolisme des stéroides chezawsey indiqguent également la nécessité d’'une
étude comparative de I'action de I'injection d’h@G&12 chez des vaches laitieres standard et des
vaches laitieres hautes productrices. Un point Isapgntaire a étudier avant d’envisager I'injection
d’hCG a J12 comme un outil de lutte contre la niivét@mbryonnaire a long terme est son pouvoir
antigénique. En effet, 'hCG ainsi que I'eCG (equi@horionic Gonadotropin) peuvent engendrer la
formation d’anticorps (Binellet al, 2001), I'efficacité maximale de I'hCG serait @oobtenue lors
de son utilisation sur un animal naif pour déceo@tu fur et a mesure des utilisations et donc de la
formation d’anticorps anti-hCG. Ainsi, une étuder $& long terme avec plusieurs injections
consécutives pourrait présenter un intérét nonigemble. Le second point de notre étude réside
egalement dans le fait d’avoir au moment du premtiggnostic de gestation, soit a J30, des corps
jaunes secondaires toujours présents. Ainsi, erdeadiagnostic de gestation négatif a J30, une
simple injection de prostaglandines, peut étre rars@lace afin de pouvoir remettre la vache plus
rapidement a la reproduction, ce qui constitue aim ge temps et d’argent non négligeable pour
I'éleveur, puisque le colt d’'une IA ratée est eéena 38 euros en €levage laitier (Hobe, Journées

nationales des GTV, 2008) contre 4 euros pour njeetion de prostaglandines (centravet, 2008).
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ANNEXES

Annexe 1 Notation de I'état corporel en race Prim’Holstéohéma) (INSTITUT DE
L’ELEVAGE 2005)

Annexe 2 Notation de I'état corporel en race Prim’Holstéableau) (INSTITUT DE
L'ELEVAGE 2005)

Annexe 3 :Courbes représentant pour chaque vache de I'dagleiamétres des différentes
structures ovariennes présentes entre J4 et J12.
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Annexe 2 : Notation de I'état corporel en race Riiatstein (tableau) (INSTITUT DE L'ELEVAGE 2005)
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Annexe 3 : Courbes représentant pour chaque \dehétude les diamétres des différentes structures
ovariennes.
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INDUCTION D’'UN CORPS JAUNE SECONDAIRE
PAR L'nCG EN MILIEU DE CYCLE
CHEZ LA VACHE

LEGENDRE Anne-Claire

Résumeé :

Dans le contexte de la lutte contre la mortalitsmnnaire et d'une réinsémination rapide des
vaches diagnostiquées non gestantes, I'objectgrdtocole était d’obtenir la formation d’un corps
jaune accessoire augmentant significativement leggstéronémies des vaches traitées et qui soit
capable de persister jusqu’a J30, date du diagndstpestation, permettant ainsi, par une injection
de PGF&, une remise a la reproduction précoce des vaddes.\W.'étude a porté sur 22 vaches
laitieres hautes productrices qui, aprés avoisgbehronisées par un protocole GPG, ont recu a J12
(JO etant I'ovulation) une injection intra-muscudaide 1500 Ul d’hCG. L’injection d’'hCG a
engendré la formation d’'un corps jaune accessdiez A3 vaches (soit 59%). Seules les vaches
présentant un cycle a trois vagues ont répondaCG3d; la formation du corps jaune accessoire étant
associée a une augmentation significative de lggsatéronémie. La durée de vie moyenne des
corps jaunes formés suite a I'injection I’hCG ad#é7,3+5 jours, avec 46,1% de ces corps jaunes
encore présents a J30. Seuls les corps jaunessaitessdont le diametre a atteint ou dépassé 2cm

ont persisté jusqu’a J30, ce facteur a été leadefluer significativement sur leur durée de vie.

Mots clés :

REPRODUCTION / CORPS JAUNE / CORPS JAUNE ACCESSOIREROGESTERONE /
MORTALITE EMBRYONNAIRE / BOVIN / VACHE.
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INDUCTION OF AN ACCESSORY
CORPUS LUTEUM WITH hCG IN MIDDLE
CYCLE IN CATTLE

LEGENDRE Anne-Claire.

Summary :
The objective of this study was to increase themka progesterone concentration by creating an
accessory corpus luteum with an injection of hCGday 12, which wouls still be receptive to

PGF2. on day 30. The study included 22 high producinigydaows, which received an injection of

1500 Ul of hCG on day 12 (day O beeing the ovuratiay), after being synchronized with Ovsynch
protocol. The injection induced tiiermation of an accessory corpus luteum in 13 c(5886). The
formation of the accessory corpus luteum is assetiavith a significant increase of plasma
progesterone in comparison with the 9 control cdwesween day 14 and day 30 (20,7%+0,33). The
average lifespan of accessory corpus luteum istb7gays, and 46,1% of the hCG induced corpus
luteum were still present on day 30. The clinicabessment showed a significant statistical
correlation between accessory corpus luteums whizgeeter was equal to or greater than 2 cm,

and their presence on day 30.

Keywords :
REPRODUCTION / CORPUS LUTEUM [/ ACCESSORY CORPUS IHUOM /
PROGESTERONE / EMBRYONIC DEATH / CATTLE / COW.
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Guest : Dr. MA. Driancourt
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61


http://www.rapport-gratuit.com/

62



