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INTRODUCTION

La gestion de la reproduction de la vache laitestrendue difficile en raison non
seulement de la faible fertilité des animaux (auactaux de réussite a la premiere IA de
'ordre de 37% en race Prim’Holstein ; Le Mézscal, 2010) mais aussi de la difficulté de
détection des chaleurs et de la forte incidenceattalies de cyclicité chez la vache. Dans ce
contexte, une solution pourrait étre apportée par grotocoles de synchronisation des
chaleurs, ils permettent d’induire I'ovulation sume courte période, idéalement de facon
synchrone pour plusieurs vaches. L'inséminatiort p@oir lieu a un moment déterminég, ce
qui permet de s’affranchir de la détection de ltoestLes protocoles a base de progestatif a
libération prolongée font partie de ces programetesont d’autant plus intéressants qu'ils
peuvent étre utilisés sur des vaches en ancestsupelmettent une amélioration de la
fécondité en particulier dans les troupeaux dasgquiels la détection des chaleurs est un
facteur limitant (Hagen-Picaet al, 2008).

L’eCG (equine Chorionic Gonadotropin), anciennemappelée PMSG (Pregnant
Mare Serum Gonadotropin), est associée aux pragasta dans ces protocoles. Administrée
le jour du retrait du dispositif progestatif, ceftermone, a effet biologique LH et FSH chez
les bovins, est réputée agir sur la synchronisatiomoment de I'ovulation et sur la mise en
place du corps jaune (Chastant-Maillard, 2005 inBi$o et Santos, 2012).

Dans un contexte ou la variabilité du moment deulation augmente chez les vaches
laitieres et ou une hypoprogestéronémie post-ocoméabpparait comme un facteur limitant de
la fertilité des femelles (Saumande et Humblot,220Blochet al, 2006 ; Walslet al, 2011),

il est intéressant de chercher a caractériseretafe 'eCG a l'issue d'un protocole de
synchronisation de I'cestrus. Dans le travail pri&sén, 'effet de 'eCG sera évalué par la
variabilité du moment de I'ovulation, le diamétra tbllicule ovulatoire ainsi que par la
progestéronémie post-ovulatoire. Les difféerentesedade 400 Ul a 600 Ul préconisées dans
le résumé des caractéristiques du produit et dibfsur le marché en France seront
étudiées.

Dans une premiere partie, a travers une étudeolbialphique, nous rappellerons
guelques données physiologiques concernant la atatarfolliculaire et I'ovulation chez la
vache avant de présenter I'eCG et son utilisatltezdes bovins. Dans un deuxieme temps,
nous exposerons I'étude expérimentale qui compais tloses différentes d’'eCG a un lot
sans eCG dans un protocole CRESTAR®S@nplant auriculaire progestagéne, MSD,
Beaucouze, France).
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Etude bibliographique

Pour essayer de comprendre le phénomeéne de himsestilité, plusieurs études se
sont intéressées a la physiologie de la vache medautour de I'cestrus et de I'ovulation.
Parmi les troubles de la reproduction qui limitkyg performances des vaches laitieres deux
concernent la phase périovulatoire : les ovulatiandives et I'hypoprogestéronémie (Walsh
et al, 2011).

A- Troubles périovulatoires

. Variabilité du moment de I'ovulation

1. Physiologie de I'ovulation

La folliculogenése de la vache se déroule soundate vagues folliculaires, divisées
en trois étapes : le recrutement, la sélectioa ébminance. Le recrutement d’'une cohorte de
follicules dure en moyenne 3 jours et est soustdréle de la FSH. L’'ensemble des follicules
recrutés vont sécréter de I'inhibine et de I'cestiagli ont un effet inhibiteur sur la sécrétion
de FSH par I'hypophyse. La sélection commence lgrdgs concentrations plasmatiques en
FSH, sous leffet du rétrocontrble négatif, atteigh des valeurs inférieures a celles
nécessaires pour induire le recrutement (Carrigd&2). La figure 1 représente le dialogue
endocrine existant entre les follicules ovariens ldevague ovulatoire et le systéme
hypothalamo-hypophysaire, au début, au milieulatfén de la phase folliculaire.

Lorsque le premier follicule de la cohorte atteimt diametre de 9 mm, il devient
dominant. Il continue de sécréter de I'cestradioifaxcant le rétrocontrle négatif sur la
sécrétion de FSH. Les follicules non dominants,tdarcroissance est dépendante de FSH,
vont alors s’atrésier. Quant au follicule dominahf acquis des récepteurs a la LH sur les
cellules de la granulosa qui vont lui permettrepdersuivre son développement (Monniaix
al., 2009 ; figure 1). L'augmentation du taux d’cesénogs circulants entraine en effet une
augmentation de la fréequence des pulses de GnBttdfil), a I'origine de la réorientation de
I'activité de synthese hypophysaire vers la prodactie LH. Le follicule dominant poursuit
donc sa croissance et maintient sa synthése dudtra

Son devenir dépend ensuite essentiellement dédaepdu cycle dans laquelle il se

développe. Durant la phase lutéale, la sécrétioprogestérone par le corps jaune exerce un
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rétrocontréle négatif sur I'hypothalamus. La GnRHsh donc pas sécrétée en quantité
suffisante pour provoquer le pic de LH/FSH nécessail'ovulation. Aprés une phase de
dominance de 4 a 7 jours, le follicule dominantsiatrésier. En revanche, s'il atteint la
dominance apres la lutéolyse, en I'absence de pré&gme, la stimulation par les cestrogénes
de I'axe hypothalamo-hypophysaire peut conduirepeude LH et ainsi a son ovulation
(Carriere, 2012).

Rétrocontrole négatif Retrocontrdle positif

(@]

CYP19A1

©00
Go

Figure 1: Représentation schématique des régulations de la lsétion et du
développement terminal du follicule ovulatoire pendnt la phase folliculaire du cycle
ovarien chez la vacheE2 = cestradiol, INH = inhibine, LHCGR = réceptearkH dans la
granulosa, CYP19A1 = aromatase (conversion desogades en ocestrogenes). D’apres
Monniauxet al, 2009.

19



2. Moment de I'ovulation

La probabilité de fécondation de I'ovocyte dimindes 8 a 12h aprées l'ovulation.
Inversement, des inséminations trop précoces, eXireet 40h avant I'ovulation, sont
associées a une diminution du taux de gestatiomacsurvie des spermatozoides est limitée
dans le temps (Blocét al, 2006). Un gamete méale bovin n’est généralemart fartile au-
dela de 28 a 50h en semence frai@auzier, 1958).

La durée de lintervalle entre le début de I'ceseti$ovulation (intervalle E-O) était
connue pour étre d’environ 30h en moyenne d’apessdbservations des années 1970
(Walker et al, 1996 ; Roelofset al, 2004). Saumande et Humblot (2005) ont montré une
augmentation de cette durée chez des vaches medarisgu’elle était en moyenne de 38,5h
+ 3 au cours d’un cestrus induit par un implant pstagéne CRESTARavec valérate
d’cestradiol). Dans cette publication, 'augmentatite la durée de l'intervalle E-O est due a
plus de 80% a I'augmentation de la durée entre&ebatdde I'cestrus et le pic de LH. De plus,
elle est corrélée négativement a la valeur du eitf cestradiol et a la taille du follicule pré-
ovulatoire. Ces données suggérent un contrble evadie la durée de lintervalle E-O
(Saumande et Humblot, 2005).

Cependant, cette augmentation de durée moyennepasgetrouvée dans I'étude de
Bloch et al. (2006) qui s’est intéressée a la répartition degations dans le temps suite a la
détection de I'cestrus spontané. Cette étude a radasmmontré une grande variabilité inter-

individuelle avec 10% des vaches présentant umvaite E-O supérieur a 36h (figure 2A et

2B).

50 n=35
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10 40
é 8 S 30{n=19
_qg 6 % 20 n=13
© 4 =
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0 0

22 24 26 28 30 32 34 36 38 >50 B 22225 20230 3la3y >36
A Court Normal Long Tréslong

Intervalle E-O (h)
Intervalle E-O (h)
Figure 2 : Distribution (A) et répartition (B) des vaches en énction de la durée de leur
intervalle E-O (en h ; N=74).D’aprés Blochet al, 2006.
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De méme, Walkeet al. (1996), avaient observé que malgré une durée meydan
l'intervalle E-O d’environ 30h, 22% des vaches @i@nt pas ovulé dans les 40 premiéres
heures. Compte-tenu de la courte fenétre de teomasidlaquelle I'ovocyte peut étre fécondé,
environ 8 a 12h (Bloclet al, 2006), il est donc important d'inséminer chagqaehe au
moment adéquat pour obtenir une gestation. Il éanmoins intéressant de noter qu’une
publication récente étudiant I'effet du moment desémination suite a un protocole de
synchronisation Ovsynch sur 219 vaches (GnRH %2 a J7, GnRH a J9, 1A a J10) n'a
pas mis en évidence de différences significativesee3 lots inséminés a 0, 12 et 24 apres la
seconde injection de GnRH (Bayril et Yilmaz, 2018pvulation avait donc probablement
lieu entre 6 et 30 heures apres l'injection de Gr{Réterst al, 1999 ; Kaimet al, 2003).

Malgré la forte variabilité du moment de I'ovulatipar rapport au début des chaleurs,
il parait peu realiste denvisager le suivi echpimgue de chaque vache pour pouvoir
inséminer en fonction du moment ou elle aura évidn revanche, induire I'ovulation pour
connaitre avec plus de précision le moment de soarence, pourrait permettre d’améliorer

le taux de réussite a I'insémination artificiella)

. Hypoprogestéronémie péri-ovulatoire

Différentes études ont évalué les facteurs ass@cie variabilité de I'intervalle E-O et
identifié des variations hormonales pendant laogéripéri-ovulatoire. En particulier, des
hypoprogestéronémies pré-ovulatoire et post-ovineatont présentes lorsque l'intervalle E-
O est long (Blochet al, 2006). Ainsi, les vaches ayant un intervalle Bupérieur a 36h
présentent une progestéronémie significativemeud phsse avant et apres I'ovulation que

celles dont I'intervalle est inférieur a 30h (figar3 et 4).

~ 6
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§ * Court

¢ 2| ™ Normal

éﬂ & Long

Ay e Trés long
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9 7 5 3 1 0

Jours précédant I’ovulation

Figure 3 : Progestéronémie préovulatoire en fonction de lawtée de l'intervalle entre
début de I'cestrus et ovulation (N=74)Court : 22 a 25h, Normal : 26 a 30h, Long : 31h a
35h, Trés long : > 36h. D’apres Bloehal, 2006.
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Figure 4 : Progestéronémie post-ovulatoire en fonction de ldurée de l'intervalle entre
début de I'cestrus et ovulation (N=74)Court : 22 a 25h, Normal : 26 a 30h, Long: 31h a
35h, Trés long : > 36h. D’apres Bloehal, 2006.

Les mécanismes responsables de I'hypoprogestérernmrst-ovulatoire ne sont pas
clairement établis ; il est intéressant d’obseyae celle-ci est corrélée a des valeurs basses
du pic d’'cestradiol et du pic de LH (Saumande et blotn 2005 ; Blochet al, 2006). Une
faible concentration en cestrogenes circulants piiune pas stimuler suffisamment I'axe
hypothalamo-hypophysaire ; s’en suivrait alors un ge LH/FSH d’amplitude trop faible,
responsable d’'une ovulation tardive et d’'une luséition insuffisante du corps jaune.

Or, la progestéronémie, a la fois pré et post dwoirk, est liée a la survie de I'embryon
(Morris et Diskin, 2008). Une concentration plugwdle en progestérone lors de la phase
lutéale est associée a un meilleur taux de gestawes induction de la lutéolyse par les
prostaglandines F2 et insémination artificielle (Folmaet al, 1990). Les chances de
gestation sont méme multipliées par trois pourplegyestéronémies pré-ovulatoires les plus
hautes (Reksen etl., 2002). De méme, les animaux qui montrent une auaggtion plus
précoce de la progestéronémie (entre les jours/4est-1A) ont plus de probabilité de mener
leur gestation a terme (Walshal, 2011). Néanmoins, la supplémentation en progastéen
début de gestation montre des résultats inconstistatsis et Diskin, 2008) : I'administration
de progestérone exogéne pourrait conduire & unsrtwam développement du corps jaune
alors que ce dernier doit ensuite étre capablerdedpe le relais pour le maintien de la

progestéronémie apres l'arrét de la supplémentéogal etal., 2000).
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En résumé, le moment de I'ovulation est donc de gl plus difficile a prévoir lors d’'un
cycle spontané chez la vache laitiere. Les proescde synchronisation des chaleurs ayec
induction de I'ovulation constituent un outil iné&sant chez un éleveur souhaitant améliprer
la fertilité de son troupeau. En permettant de ipegcpotentiellement le moment de
I'ovulation, ils augmentent la probabilité que I'lAit lieu au bon moment. De plus, ils
contribuent a diminuer la charge de travail poéaleleur, la détection des chaleurs étant une
tache tres chronophage. Si I'ovulation est indditein moment précis, I'observation des
chaleurs n’est plus indispensable a la réalisatenl’'lA. Les traitements progestagene
remplissent ce premier objectif. De plus, ils pnéset I'intérét de créer une imprégnation
préovulatoire par la progestérone et, enfin, unection finale d’eCG (equine Chorionic
Gonadotropin) a action LH pourrait augmenter lagpstéronémie postovulatoire en plus|de

contrbler le moment de I'ovulation.

B-L'eCG et troubles périovulatoires de la vache

Tous les mammiferes possedent des gonadotropinagide hypophysaire telles que
la LH ou la FSH. Certains disposent, en plus, d’'goeadotropine d’origine placentaire
(gonadotropine chorionique). Seules deux classesgemtent une de maniére importante : les
primates et les équidés. Il s’agit, chez la femdea choriogonadotropine humaine (hCG
pour human Chorionic Gonadotropin), et chez la pimele I'eCG (equine Chorionic
Gonadotropin) auparavant appelée PMSG (Pregnard Bienum Gonadotropin).

Des travaux de biologie moléculaire ont égalemengéré I'existence d'un géne
codant pour une gonadotropine chorionique cheaioet espéces comme le lapin, le cobaye
et la souris mais I'expression vivo de ce gene n’a pas été demontrée (Clergat, 2008).
Chez les bovins, en 1983, une protéine placentg@at une activité biologique apparentée a
celle de la LH bovine (bLH) a été isolée. Il a €nclu a I'existence d’'une hormone
chorionique gonadotrope bovine (bCG), dont le rélait vraisemblablement d’assurer le
maintien du corps jaune gestatif chez la vachee(@iérg et Shemesh, 1983). Ultérieurement,
Beckerset al. (1988) ont confirmé I'existence d’'une moléculégantant des points communs
avec la LH. Cependant, les travaux n'ont pas alinlgticaractérisation de la molécule, ni a la

démonstration d’une composition sous-unitaire,dqypides gonadotropines.
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Concentration sérigque en eCG (UL'mL)

>

l. L'eCG chez la jument

L’eCG, découverte par Cole et Hi est connue depui933 (Coleet al, 1933). Elle
est miseen évidence dans le sérum de jument entre ®™ et le 13¢™ jour suivant la

fécondation (Alleret al, 200z ; figure 5A et 5B).Sa concentration sérique p atteindre 100
Ul/mL au 60™%jour de gestatio
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Figure 5 : Profil sanguin de I'eCG chez la jument au cours de la gestatic A:
concentrations sériquesn eCG chez six ponettes de race WeB : concentrations séiues
en eCG chedix juments de race g-sang. D’apres Allen, 1969.

Tres tot,des chercheu ont émis I'’hypothese selon laquekeplacenta ourrait étre la
source de production de 'hormodétectéaldans le sérum des juments grav (Coleet al,
1933). L'eCG est en effet sécrétée par les cupules end@tedt structures placentait
spécifiques de I'espéce équine. V-cing jours environ aprd®vulation, un épaississement
circulaire se met en place au niveau de Ine équatoriale du trophobla créant ainsi une
structure appelée geinture chorionigtL » (figure 6). Une multiplication importante de
cellules de cette ceinture va alors avoir let elles vont envahifdpithélium utém entre les
jours 36 et 38 apresavulation. Ces cellules vonissocier et phagocyter 'endoméavant
de pénétrer les glandes endométriales. Cet envahisseatecette destruction simultar
permettentune colonisation distroma utérin et, paregroupementpuis différenciatio

cellulaire, la formation des cupulendométriales (Allen et Steward, 1998gure 7)
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Jour 25 aprés I’ovulation
Jour 28 aprés I’ ovulation

Jour 35 aprés ’ovulation

Figure 6 : Développement et différentiation du conceptus équientre le 25™ et le 35™
jour aprés l'ovulation. A : amnios, Al : allantoide, G : ceinture choiigue, S.t.: sinus
terminal, T. : trophoblaste, Y.S. : sac vitellinapres Allen et Steward, 1993.

Au 40°™ jour qui suit la fécondation, les concentratiofesmatiques en eCG sont de
I'ordre de 20 & 30 Ul/ml. Elles vont atteindre 100ml entre le 55™ et le 65™ jour.
Ensuite, ces valeurs vont décroitre régulierement ptteindre 5 & 10 Ul/ml au 1% jour
de gestation (Rowlands, 1963 ; figure 5). La batks&& concentration plasmatique en eCG au
cours de la gestation est corrélée avec la degeredree des cupules endométriales. Celle-ci
semble étre due a un phénoméne immunitaire, lésleltrophoblastiques étant porteuses
d’antigénes majeurs d’histocompatibilité de typeepzel qui déclenchent une réaction
immunitaire maternelle (Drioat al, 1998).
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Jour 37 aprés ovulation

1. La ceinture chorionique est intacte et
entoure le conceptus situé dans la corne
ulérine gravide

/

2. Les cellules de la ceinture chorionique
envahissent de maniére active 1I’endomeétre
maternel

Jour 50 gprés ovulalion

3. Transformation de ces celhiles en
larges cellules sécrétantes faizant partie
des cupules endométriales.

=  Production d’eCG

4. Les cupules endométriales matures
vont induire une réacticn du systéme
immunitaire maternel

Figure 7 : Représentation schématiqgue du développement des ales endométriales

chez la jument gravide entre 35 et £ jours apres I'ovulation. D’aprés Allen et Stewart
1993.
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I. Structure biochimique de I'eCG

L’hormone gonadotrope isolée du sérum de jumerdvide est de nature
glycoprotéique tout comme les autres gonadotropines

1. Structure polypeptidigue

a. Structure primaire

Les hormones gonadotropes, et notamment les clooraptropines, ont la
particularité structurale d’étre formées par I'asatbion non covalente de deux sous-uniiés
et B (Forastieri et Ingham, 1982). Au sein d’'une mésgeee, la sous-unitéest commune a
la LH et a la FSH. Chez le cheval, la sous-uaitie 'eCG est également identique a celle de
'eLH (equine LH) et a celle de I'eFSH (equine FSH)le comporte 96 acides aminés dont
10 résidus cystéines impliqués dans des pontsfaieal Ces derniers sont hautement
conservés entre les différentes espéces (SaineDiZ004) (figure 8). Chez tous les
mammiféres, la sous-unitéa pour origine un seul et méme gene (Combarebas, 2001).

A noter qu’il existe des différences entre les e€sbies d’espéces d’équidés différentes, par

exemple I'ane et le cheval (figure 8).

10 20 30 40 5 0 60
Cheval FPDGEFTTQDCPECKLRENKYFFKLGVPIYQCKGCCFSRAYPTPARSR VPKNITSE
Boeuf FPDGEFTMQGCPECKLKENKYFSKPDAPIYQCMGCCFSRAYPTPRARBKVPKNITSE
Ane FPDGEFTTQDCPECKLKKNKYESKLGVPIYQCMGCCFSRAYFRBKTMLVPKNITSE

Zebre FPDGEFTTQDCPECKLKVNKYFSKLGVPIYQCMGCCFSRAVWARSRKTMLVPKNITSE
Chien FPDGEFTMQGCPECKLKENKYFSKLGAPIYQCMGCCFSRANRRSKKTMLVPKNITSE
Lapin FPDGEFAMQGCPECKLKENKYFSKLGAPIYQCMGCCFSRAPRRSKKTMLVPKNITSE
Mouton  FPDGEFTMQGCPECKLKENKYFSKPDAPIYQCMGCCFSRMYARSKKTMLVPKNITSE
Porc FPDGEFTMQGCPECKLKENKYFSKLGAPIYQCMGCCFSRAYRRBKKTMLVPKNITSE
Rat LPDGDLIIQGCPECKLKENKYFSKLGAPIYQCMGCCFSRAYPTRAKKTMLVPKNITSE
Souris  LPDGDFIIQGCPECKLKENKYFSKLGAPIYQCMGCCFSRAYPPARSKKTMLVPKNITSE
Homme APDV QDCPECTLQENPFFSQPGAPILQCMGCCFSRAYPIRSKKTMLVQKNVTSE
* %

* k%

70 80 90

Cheval STCCVAKAFIRVTVMGNIKLENHTQCYCSTCYHHKI 96
Boeuf ATCCVAKAFTKATVMGNVRVENHTECHCSTCYYHKS 96
Ane ATCCVAKAFIRVTLMGNIRLENHTQCYCSTCYHHKI 96
Zebre ATCCVAKAFIRVTLMGNIRLENHTQCYCSTCYHHKI 96
Chien ATCCVAKAFTKATVMGNAKVENHTECHCSTCYYHKS 96
Lapin ATCCVAKAFTKATVMGNAKVENHTECHCSTCYYHKS 96
Mouton ~ ATCCVAKAFTKATVMGNVRVENHTECHCSTCYYHKS 96
Porc ATCCVAKAFTKATVMGNARVENHTECHCSTCYYHKS 96
Rat ATCCVAKSFTKATVMGNARVENHTDCHCSTCYYHKS 96
Souris  ATCCVAKAFTKATVMGNARVENHTECHCSTCYYHKS 96
Homme STCCVAKSYNRVTVMGGFKVENHTACHCSTCYYHKS 92

** * k %

Figure 8 : Séquences protéiques de la sous-uniégedes gonadotropineslLes différences
entre la vache et le cheval sont surlignées erejaeailes entre I'ane et le cheval en vert. Les
astérisques montrent I'emplacement des cystéinesed conservées et impliqguées dans la
formation de cinq ponts disulfures. D’'apres Saiigi® (2004) et la banque de données
Swiss-Prot.
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Quant a la sous-unit® sa composition en acides aminés et en glucidegaegble
selon I'hormone. Celle-ci peut étre formée de 109@résidus d’acides aminés pour la bFSH
(bovine FSH) et les eLH et eCG respectivement. ptiesede 12 cystéines en positions

strictement invariantes dans les différentes gomagimes a I'origine de 6 ponts disulfures
(Combarnoust al, 2001 ; figure 9). L'eCG, I'hCG et I'eLH possédanie extension de 28

acides aminés en position C-terminale (24 acidasesrpour I'hCG), appelée CTP (COOH-

Terminal Peptide).

LH/CGp cheval

10 20 30 40 50 60
SRGPLRPLCRPINATLAAEKEACPICITFTTSICAGYCPSMVR/MPAALPAIPQPVCTYR

LHB boeuf SRGPLRPLCQPINATLAAEKEACPVCITFTTSICAGYCPSMKRWVILPPMPQRVCTYH
LH/CGP ane SRGPLRPLCRPINATLAAEKEACPICITFTTSICAGYCRSMVRVMRLPPIPQPVCTYR
LHB homme SREPLRPWCHPINAILAVEKEGCPVCITVNTTICAGYCPTMMRXVLPPLPQVVCTYR
C@ homme SKEPLRPRCRPINATLAVEKEGCPVCITVNTTICAGYCPTMIRGVLPALPQVVCNYR
C@ babouin SREPLRPLCRPINATLAAEKEACPVCVTVNTTICAGYCPTMMWLQAVLPPVPQVVCNYR
LHB porc SRGPLRPLCRPINATLAAENEACPVCITFTTSICAGYCPSMVRMPAALPPVPQPVCTYR
LHB mouton

LH/CGp cheval

SRGPLRPLCQPINATLAAEKEACPVCITFTTSICAGYCLSMRRPVILPPMPQRVCTYH
* *

* % * %

70 80 90 100 11 0 120
ELRFASIRLPGCPPGVDPMVSFPVALSCHCGPCQIKTTDCGRBQPLACAPQASSSSKD

LHB boeuf ELRFASVRLPGCPPGVDPMVSFPVALSCHCGPCRLSSTDCAGPRACDHPPLPDILF
LH/CGp ane ELRFGSIRLPGCPPGVDPMVSFPVALSCHCGPCRLKTTDCGGPRAEAPQTSSSCKD
LHB homme DVRFESIRLPGCPRGVDPVVSFPVALSCRCGPCRRSTSDAWFRK CDHPQLSGLLF
C@® homme DVRFESIRLPGCPRGVNPVVSYAVALSCQCALCRRSTTDCGIEHMK CDDPRFQDSSS
C@ babouin EVRFESIRLPGCPPGVDPMVSVPVALSCRCALCRRSTSDEBGHPLTCDDPNLQASSS
LHB porc ELSFASIRLPGCPPGVDPTVSFPVALSCHCGPCRLSSSDCGGMPPLACDRPLLPGLLF
LHB mouton ELRFASVRLPGCPPGVDPMVSFPVALSCHCGPCRLSSTDEIGPLACDHPPLPDILF
* * k % * *

130 140
LH/CGB cheval PPSQPLTSTSTPTPGASRRSSHPLPIKTS 149
LHB boeuf L 121
LH/CGB ane PPSQPLTSTSTPTPGASRRSSHPLRBINTS 149
LHB homme L 121
C@® homme SKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ 145
C@ babouin SKDPPPSPPSPSRLLEPAGTPFLPQ 145
LHB porc L 121
LHB mouton L 121

Figure 9 : Séquences protéiques de la sous-unipéde la LH et de la CG de quelques
mammiféres. Les différences entre la vache et le cheval safigeées en jaune, celles entre
'ane et le cheval en vert. Les astérisques montfemplacement des cystéines, toutes
conserveées et impliquées dans la formation de emtspdisulfures. D’apres Saint-Dizier
(2004) et la banque de données Swiss-Prot. LH=hziag Hormone, CG=Chorionic

Gonadotropin
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La sous-unitéf est également le produit d’'un seul et méme gems dautes les
especes de mammiféres. L’association des deux wBUtés est essentielle a l'activité
biologique de la protéine et donne lieu a un héliénére glycosylé riche en ponts disulfures
(Drion et al, 1998). Les figures 8 et 9 montrent que la stmecprotéique de 'eCG n’est pas
tres différente de celle des gonadotropines d’oedbovine : ceci va étre a l'origine de la

relative affinité de I'eCG pour les récepteurs ahbet a la FSH bovins.

b. Structure tridimensionnelle

Une des gonadotropines, la choriogonadotropineaman a pu étre cristallisée et
étudiée par diffraction aux rayons X. C’est la sepbur laquelle des données de structure
trimensionnelle sont disponibles (Lapthoet al, 1994 ; Wuet al, 1994). Toutes les
gonadotropines possédant les mémes ponts disulfurdes positions invariantes, il est
raisonnable de penser que les différentes hormonesdes structures tridimensionnelles
proches (Combarnowt al, 2001).

La structure tridimensionnelle (figure 10) de I'hG&vele une organisation en trois
boucles polypeptidiques sur chaque sous-unité. Hdesles sont orientées de facon anti-
paralléle lorsque les deux sous unités sont asssci#autre part, la sous-unigéentre les
acides aminés 90 a 110 vient enserrer la sous-urfiddmant une « ceinture de sécurité ».
Cette derniere joue un r6le important dans la ksalion de I'hnétérodimere et permet de

diminuer considérablement la vitesse de dissociat@®celui-ci (Combarnouwet al, 2001).

Figure 10 : Structure tridimensionnelle de 'hCG. Au centre, vue de face, a gauche et a
droite, profils gauche et droit. La sous-unitépparait en rouge et la sous-uifitén bleu. La

« ceinture de sécurité » apparait de maniere detseus-unitg venant enserrer la sous-unité
a. D’apres Combarnouet al, 2001.
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2. Structure polysaccharidique

La masse moléculaire de I'eCG est approximativentent5 000 g/mol, avec une

Sous-unitéx et une sous-unit@ ayant respectivement un poids moléculaire de T5gd@ol et

de 30 000 g/mol. Comme le montre le tableau Tadisde la plus glycosylée des hormones
glycoprotéiques avec environ 45% de sa massewbib aux sucres. La proportion d’acide

sialique est d’environ 17% (Combarnoes al, 1984). Les hexoses et hexosamines sont

présents de maniére importante sur 'eCG avec nmotarhle galactose (13%) (Bousfiedd

al., 1996) qui va intervenir dans le processus d'élation hépatique.

L’eCG porte également des N-glycosylations sardeus-unités. et 3 ainsi que des

chaines O-glycosydiques sur sa sous-yhif@aint-Dizier, 2004).

Tableau 1 :Bilan comparatif des différentes gonadotropinesD’aprés Combarnoust al.
(1984, 2001), Drioret al.(1998), Saint-Dizier (2004). aa = acides aminés

LH hCG FSH eCG
Origine hypophyse placenta hypophyse placenta
Activ.ité LH LH ESH FSH/LH'(sguf'
biologique chez les équidés
Sous-unitéa 96 (sauf chez 97 96 (sauf chez 96
(nombre d’aa) | 'homme — 92) 'homme — 92)
Sous-unitép | 121 (bovidés) a 109 (bovidés) a
(nombre d’aa) | 149 (équidés) 145 111 (homme, 149
équidés
Masse molaire 30 37.6 32 44
(kDa)
Acide sialique 1 92412 5 104135
(%)
Glucides (%) 10 31 25 45
Demi-vie 12 a 50 min 8h 3ab5h 4 a 6 jours
Elimination Foie, rein Foie, rein Foie, rein Foie
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3. Variants de I'eCG

Différents variants de 'eCG ont été décrits sdeur provenance : sérum de jument
gravide, milieu de -culture trophoblastique ou cepulendométriales. Les variations
porteraient sur les pourcentages de glucides quesisur les séquences d’'acides aminés et les
poids moléculaires (Papkoff, 1981). Ces varianéss@ntent des différences biochimiques
mais également fonctionnelles (Papkoff, 1981). Whes hypotheses pour expliquer
'existence de ces variants suppose une différestaecturelle entre hormones stockée et

sécrétée (Drioet al, 1998).

I". Activité biologigue de I'eCG

1. Pharmacocinétique et pharmacodynamie

L'absorption de I'eCG est rapide : la concentratibaximale est obtenue 16 et 8
heures aprés l'injection intra-musculaire respeatient chez les bovins et les ovins. La
biodisponibilité aprés injection intra-musculairgt e’environ 72 % (RCP CHRONOGEST
PMSG).

La demi-vie plasmatique de I'eCG est d’environ 4% gours, ce qui est long en
comparaison aux autres gonadotropines. En effidtead’exemple, la demi-vie de la LH est
au maximum de 50 minutes et celle de la FSH nesdéppas 5 heures (tableau 1). Cette
différence peut s’expliquer par la teneur plus é&ede I'eCG en acide sialique. En effet,
I'élimination des résidus terminaux d’acide siaBqdes gonadotropines chorioniques fait
diminuer considérablement la durée de leur dem{Martinuk et al, 1991). L’élimination de
ces résidus terminaux met alors en surface dedusedie galactose qui vont étre reconnus par
des hépatocytes via une lectine membranaire. Ceft®nnaissance entraine ensuite
'élimination de I'hormone. Le foie est donc la pnére voie d’élimination des
gonadotropines (Driomt al, 1998). Le rein est la deuxieme pour toutes, &céption de
'eCG qui, du fait de son importante masse molémyae passe pas le filtre rénal. Elle n’est
donc pas concernée par ce mode d’élimination. Lesgonadotropines ont des masses plus
faibles allant respectivement de 30 a 32 kDa pdéliet. FSH (tableau 1) et sont éliminées par
voie rénale.

Du fait de sa demi-vie importante, 'eCG préserge thconvénients puisqu’elle est
parfois responsable d’'une lutéinisation prématulés follicules ou d’'une augmentation du
nombre de follicules entrant en atrésie (Bolah@l, 1991 ; Hoppen, 1994). De plus, méme

une fois I'ovulation obtenue, la longue demi-viel@G lui permet de continuer a stimuler
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des croissances folliculaires. L'embryon se dévysdopdonc dans un environnement
endocrinien inadéquat en présence d'un exces digéstes. Une spécialité NEUTRA PMSG
® (MSD, Beaucouzé, France), a base d’anticorps elonaux anti-eCG, était injectée 4 a 5
jours apres I'eCG afin de neutraliser I'action bgijue de cette derniére. Elle n’est

cependant plus commercialisée par manque de demande

2. Récepteur CG/LH de I'eCG

Les Récepteurs aux Hormones GlycoProtéiques (RHGR)des protéines riches en
leucine couplées aux protéines G. lls sont compdsé&sdomaines peptidiques insérés dans la
membrane cellulaire (figure 11). Ces domaines ptemieune interaction avec des systemes
enzymatiques tels que la voie de I'adénylate cgctasencore la voie de la phospholipase C ;
ces systémes constituent les premiers messagersdéorda liaison de I'hormone a son
récepteur. Ensuite, des messagers secondaireseihifaires prennent le relais (Saint-Dizier,
2004).

membrane
plasmique

protéine G

Figure 11 : Structure d’un récepteur de gonadotropine.D’apres Combarnoust al, 2001.
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L’eCG, hormis dans son espéece d’origine, a une leéoattivité. Elle peut se lier a la
fois aux récepteurs LH et FSH (Combarnaisal, 2001). Le modéle dit de « spécificité
négative » a été proposé pour expliquer la spééifetinteraction des gonadotropines pour
leurs récepteurs homologues et hétérologues (Combsret al, 2001). Un récepteur
homologue correspond au récepteur dans I'espécegid® de I'hormone, alors qu’un
récepteur hétérologue se trouve dans une espdéeedit de I'espéce d’origine. Dans ce
modéle, la sous-unitest responsable de la haute affinité de 'associdtormone-récepteur
sans discrimination de liaison. Les différentesssonitésp conditionnent la spécificité en
inhibant la liaison de chaque hormone aux réceptdes autres hormones. Dans le complexe
hormone-récepteur prévu par le modele, la sougunist « prise en sandwich » entre le
récepteur et la sous-unif¢ Les interactions entre les deux sous-unités amic ddeux
fonctions distinctes mais complémentaires. La soute  va induire la conformation active
de la sous-unité qui, a I'état libre, ne se lie pas aux réceptedrslle va également choisir

les types de récepteurs sur lesquels I'associdida sous-unité activée est autorisée.

3. Bioactivité de I'eCG en systéme hétérologue et Homae

L’eCG a une double activité dans le systeme hietgue bovin alors qu’elle a une
spécificité LH stricte dans le systeme homologueiréqApparailly et al, 1994). Ces
propriétés ont été mises en évidence par des dosagiorécepteurs sur des fractions
membranaires de testicules ou d’ovaires, ainsippredes dosages biologiquesvivo etin
vitro. Chez le cheval, les dosages radiorécepteurs ontrénque I'eCG avait une activité
FSH quasi nulle. L'activité LH est également réduguisque I'eCG se lie au récepteur
CG/LH des tissus équins avec une affinité dix foisins importante que celle observée sur
les récepteurs CG/LH des autres especes (Hopp8d).10ela s’explique par le fait que les
sites inhibiteurs spécifiques de la sous-uitpeuvent différer Iégérement d’une espéce a
l'autre, a la fois sur I'hnormone et sur le récept@@ombarnout al, 2001). lls ne sont pas
absolument stricts dans certains systemes hétéedog

Pour chaque espece, il existe un rapport destéstivSH et LH fixe. Ce rapport est de
0,2 chez le porc et de 0,25 chez le rat (SaintebiZ004) et il est communément admis qu’il
est de 0,25 a 0,3 chez les bovins bien qu’aucumdication scientifique n’ait présenté ce
résultat. Ces différents rapports montrent que®Gegst avant tout une hormone a activité LH,

et ce, y compris en systeme hétérologue (Combamtaals 1984).
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Cette double activité, associée a la longue deende 'eCG chez les bovins, en font
un outil de choix utilisé depuis de nombreuses esmans les traitements de synchronisation

des chaleurs et d’induction de I'ovulation.

4. Une hormone immunogene

De nombreuses études ont montré une immunisatiivreacontre les gonadotropines
depuis les années 30 (Driem al, 1998). Jainudeeat al. (1966), ont mis en évidence une
diminution des taux d'ovulation chez des vache#téga de maniere répétée a I'eCG,
suggérant I'existence d’une activité « anti-goneajod » dans le sérum. De plus, il semblerait
gue malgré l'arrét du traitement durant un certamps, la résistance a I'eCG reste présente
(Christie et al, 1979). L’administration de sérum issu de vache#ées, associé a une
guantité connue d’'eCG normalement active, a dess rahmatures hypophysectomisées a
révélé un effet antigonadotrope du sérum. Cet efetnaximal lorsque les vaches ont regu au
préalable au moins quatre injections (entre 1508080 Ul/injection) d’eCG (Jainudeeast
al., 1966). L'effet immunogene a également été migwvedence chez d’autres especes que la
vache (tableau 2 ; Drioat al, 1998) et peut étre transmis via le colostrum KBexet al,
1995).

Les préparations commerciales contenant des aosicononoclonaux anti-eCG
produitsin vitro sur souris avaient été déeveloppées a destinatola dache (Drioret al,
1998). En plus de stopper I'action biologique @&CIG, ces anticorps avaient également pour
objectif de prévenir I'apparition de la résistarcBeCG. Il fallait les administrer 4 a 5 jours
apres l'injection d’eCG pour neutraliser la gonadpine et diminuer ainsi son effet

immunogene.
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Tableau 2 : Mise en évidence de la résistance des femelles draitements eCG répétés
chez quelques especeB’aprés Drioret al, 1998.

Espéce
étudiée

Observation

Hypothese / Conclusion

Auteurs

Bovine

Diminution des taux d’ovulationExistence d’'une activité « anti-Jainudeen

chez des vaches traitées

maniere répétée

dyonadotrope » localisée dans
sérum (globulines)

let al, 1966

Ovine

Diminution des taux d’ovulationLes

le nombre (
consécutifs q

corrélée avec
traitements
superovulation

Les réponses normales
traitement sont obtenues chez
brebis qui ont recu une uniqt
dose d’eCG, ou bien chez cell
qui ont recu deux doses sépar
par un cycle sans traitement.

traitements
lénduisent une
ldnumorale

répéte
répons

au
Iéf chute des taux d’ovulatio

peut étre partiellement résol
&N traitant les femelles ¢
éggcles alternés

etal,
1998)

n
e
n

rClarke,
€l973 (cité
par Drion

Cunicole

Existence d’anticorps anti-eCG

Recommaadat concernan
'usage raisonnable de I'eC(
la réduction des doses
'espacement des traitemer
dans le temps

51989

epar

tet
1998)

I Contera,

(cité

Drion

al,

Caprine

Diminution des manifestations
retard d’apparition de [I'cestry
apres traitements répétes

Présence d'anticorps anti-eC
apres les traitements répétes

ol'usage répété d’eC(
Iprovoque une immunisatig
active qui diminue ['efficacité
de la stimulation ovarienne

apres IA

net
 (cité
cDrion

5Baril, 1992

1996
par
et

%onduit a une baisse de fertilit@al., 1998)
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C-Utilisation de I'eCG chez les bovins

l. Spécialités existantes et obtention de I'eCG

L’eCG s’obtient a partir du sérum de juments grasi{Drionet al, 1998). En France,
deux laboratoires commercialisent 'eCG avec undoAsation de Mise sur le Marché
(AMM) chez les bovins, caprins et ovins. Les dewadpits utilisables chez la vache sont le
CHRONOGEST PMSG (MSD, Beaucouzé, France) et le SYNCHROPARRPARMSG’
(CEVA, Libourne, France). Différents conditionnerteesont disponibles. Les formulations
proposées sont de 400 Ul, 500 Ul, 600 Ul, et 6008dus forme de poudre a diluer dans un
solvant aqueux. Le codt d'un traitement varie e@iB6€ HT et 3,10€ HT par vache selon le
dosage choisi (Catalogue Centravet 2013). Le do$8§€ Ul est le plus vendu par le
laboratoire MSD toutes espéces confondues (tal3g¢atn revanche, chez les bovins, la

formulation a 600 Ul semble étre la plus utilisée.

Tableau 3 : Pourcentage des ventes des différentes présentattode CHRONOGEST
PMSG® toutes espéces confondues en France et estimatitm la répartition des ventes
de CHRONOGEST PMSG"® par espéce en fonction de la formulatiorD’aprés MSD,
communication personnelle.

% de vente
o % de vente
Spécialités par Lapins
formulation | Bovins | Ovins | Caprins | (hors
AMM)
CHRONOGEST PMS&400 Ul 6% 50% | 30% 20%
CHRONOGEST PMS&500 Ul 8.20% 20% | 45% 15%
CHRONOGEST PMSE&600 Ul 9.3% 65% | 18% 204 15%
CHRONOGEST PMSG6000 Ul | 74 394 0% | 100% 0%

. Indications de I'eCG

Le résumé des caractéristiques du produit CHRONOGERISG® mentionne trois
indications majeures : traitement des troubles al@eproduction, notamment lors de cas
d’ancestrus, synchronisation de l'cestrus (en adsmtiaavec des progestagenes et des

prostaglandines k2, mais également induction de superovulation.
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La choriogonadotropine équine est utilisée majweitaent dans différents protocoles
d’induction/synchronisation des chaleurs assogmagestagenes, agonistes de la GnRH et
prostaglandines (figure 12).

48 4 56h*
Dispositif progestatif a libération prolongée (7 a 11 jours)* <& —— S[ETA
Progestéronémie
g A JO : GnRH ou eCG
agoniste * PGF2a : 24 a X
i 48 h avant f
| | 1'eCG *
; 1
] | . .
/
>
t ' ' I Jours du cycle
Si présence d’au  — Lutéinisation (ovulation) Lutéolyse Fin de maturation folliculaire
moins un follicule de du follicule. Induction de 1’ovulation
taille Départ d’une nouvelle vague
supérieure 4 lcm folliculaire

Figure 12 : Schéma général d’'un protocole de synchronisation dechaleurs utilisant de
I'eCG. * = selon le dispositif utilisé. D’apres Chastantiliad, 2005.

L’eCG est également utilisée dans les protocodesuperovulation dans le cadre de la
transplantation d’embryons (figure 13). L'avantafge'eCG sur les préparations a base de
FSH réside dans sa facilité d’emploi : une seykection suffit, car le temps de demi-vie de la
molécule est supérieur a 120h, alors que les pote#sca base de FSH nécessitent huit

injections (une injection matin et soir pendanttogigours).
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Figure 13 : Schéma de traitement de superovulation par 'eCGD’apres Laizeau, 2003.

1"l. Doses

La dose d’eCG doit étre adaptée a l'utilisationtsoiee, la race de la vache, et son
stade physiologique. Des doses de 300 Ul a 600obi mdiquées pour l'induction et la
synchronisation de I'ovulation ; les vaches nonléys recevant les doses les plus élevées
(figure 14). Des doses de 1500 a 3000 Ul sont recamiées pour les protocoles d’induction
de superovulation. Il est également mentionné gquerdduit doit étre utilisé en association
avec un traitement progestagéne (CHRONOGEST PMBGP, 2010 et SYNCHRO-PART
PMSG® RCP, 2011).

Le phénoméne de double ovulation est présent deémeanaturelle chez la vache.
Dans des troupeaux de vaches laitieres hautes qirméis soumises a un examen
echographique des ovaires, les incidences rapgodést de 15,5% (Lopez-Gaties al,
2005) et 26,8% (Lopez-Gatiet al, 2002). Une étude récente, portant sur 2 900 71883
bas de vaches laitieres Holstein aux USA, montee hausse de la fréquence des gestations
gémellaires de 3,4% a 4,8% entre 1996 et 20044 8V Rioet al, 2007).

Les expériences de Belloves al. (1972) indiquent que des ovulations multiples sont
induites par 'eCG uniqguement a partir de la doee8@0 Ul. Plus récemment, des taux
importants de gestations gémellaires sur des vdahigses hautes productrices (entre 11 000
et 12 000/kg/vache/an) ont été mis en évidence Wbrgilisation de protocoles de
synchronisation. Chez les vaches ayant recu urositdpprogestatif et 500 Ul d’eCG, les
taux de gestations gémellaires (observation de @eoBryons échographiquement visibles

entre 28 et 34 jours aprés I'l|A) ont été respeatiget de 43,5 et 15% chez des vaches en
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anaestrus et cyclées. Avec 750 Ul d’eCG, ces tal&\@nt respectivement a 53,3% et 38,1%.
Ces valeurs sont élevées par comparaison au tagestation gémellaire de la population
témoin qui est de 17,9% (Andreu-Vazquetzal, 2012).Souzaet al. (2009a) ont obtenu un
taux de double ovulation de 12,5% avec une dose@’'de 400 Ul sans effet significatif de
'eCG au sein de la population étudiée, ce quiespond au taux habituel chez la vache
laitiere (Lopez-Gatiusgt al, 2005). Habituellement, les doses allant de 208 WO00 Ul sont
réputées induire une simple ovulation tandis qued@se requise pour obtenir la
superovulation est de I'ordre de 2500 Ul (De Reasisopez-Gatius, 2014).

Génisses laitieres Génisses a viande

Pas de Chrono=Gest PMSG Doses de Chrono=Gest PMSG  Pendant U'hiver  Aprés le 15 mai
Aubrac 500 Ul 400 Ul

Vaches laitiéres Bleu blanc belge 400 U1 400 UI

Doses de Chrono-Gest PMSG Blonde fi'Aquitaine 400 Ul 400 Ul
Charolaise (I} 500 Ul 400 Ul

- Prim'Holstein. Holstein et croisées - 400 UL Charolaise (Il 400 UL 400 UL

= Normandes. Montbéliardes. Pie rouges de l'est : Limousine 500 Ul 400 UL

- en stabulation entravée et pendant Uhiver : 400 U1 s 500 UI 400 Ul
= dans toutes les autres situations : 300 Ul

- Dans toutes les races, pour les vaches ayant

déja produit des jumeaux et les troupeaux ayant Vaches allaitantes

un taux habituellement éleve de jumeaux : 30U . :
Doses de Chrono=Gest PMSG ~ Pendant Uhiver  Aprés le 15 mai
Aubrac 600 UI 500 Ul
Bleu blanc belge 600 UI 500 U1
Blonde d'Aquitaine 500 Ul 400 U|
Charolaise (I} 600 Ul 500 UI
Charolaise (Il) 500 Ul 500 Ul
Croisées vaches laitiéres 500 UI 400 UI
Limousine 600 UI 500 UI
Salers 600 Ul 500 Ul

(I} Animaux élevés dans le berceau traditionnel de la race
{ll) Animaux élevés hors du berceau traditionnel de la race

Figure 14 : Recommandations concernant la dose d'’eCG a admimisr en fonction du
type de production, de la saison, de la race et détat physiologique.D’aprés MSD.

Ces dernieres années, de nombreuses études oohélzepréciser 'effet de I'eCG
dans divers protocoles chez la vache laitiere ez da vache allaitante. L'efficacité a été
évaluée sur difféerents indicateurs : le développeni@liculaire, la réponse ovulatoire a la
molécule et le taux de gestation (Bisinotto et 8an2012). Les effets sont envisagés le plus
souvent en prenant en compte le statut physiolegispul’animal, le stade du cycle, son rang
de vélage et sa note d’état corporel.
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V. Effets de 'eCG chez la vache : bilan de la littérare

L’ensemble des protocoles et résultats cités iei détaillés dans les tableaux 4 et 5.

1. Deéveloppement folliculaire et nombre de follicuscroissance

Sur des vaches laitieres, I'eCG peut étre utiligEocement apres la mise-bas pour
diminuer la durée de I'ancestrus post-partum. Aireiiministration 14 jours apres le vélage
de doses d’eCG de 250 a 750 Ul augmente la vidssgoissance folliculaire sur I'ovaire
ipsilatéral au corps jaune de la gestation prédédenles concentrations plasmatiques en
cestradiol ; I'involution utérine et les performasade reproduction ultérieures ne sont pas
affectées (Sheldon et Dobson, 2000). L'injectioaCl5 a la dose de 500 Ul dés 6 jours post-
partum a également donné des résultats signiicati# reprise de I'activité ovarienne a été
obtenue plus précocement avec une ovulation deselaiere vague folliculaire dans 70 %
des cas dans le lot traité contre 0% dans le hobiieé (Rostamet al, 2011).

Cette utilisation n’est pas tres répandue et I'ef@@rvient de maniere beaucoup plus
fréquente dans les protocoles de synchronisatisitidi@leurs a base de dispositif progestatif &
libération prolongée. Elle est utilisée pour amélida croissance folliculaire et la fertilité
(Souzaet al, 2009a). Chez des vaches allaitantes en ance#Q& aux doses de 300 Ul
(Saleset al, 2011) et 400 Ul (Dorneles Tortoreka al, 2013) a augmenté significativement
la vitesse quotidienne de croissance folliculagreninale et le diamétre maximal atteint par le
follicule dominant. L'eCG était injectée simultanémh aux PGF&, soit le jour du retrait du
dispositif progestatif (Salest al, 2011 ; Dorneles Tortorellat al, 2013), soit deux jours
avant (Dorneles Tortorellat al, 2013) ; I'implant étant laissé huit jours en gatans les
deux publications. Dans la publication de Sadtsal. (2011), la vitesse de croissance
folliculaire du lot traité était de 1,4 mm/jour +10contre 0,9 mm/jour = 0,1 pour le lot témoin
et le diametre du follicule dominant le jour deAl'est de 13,9 mm + 0,2 pour le lot traité
contre 12,9 mm + 0,3 pour le lot témoin. Dornelestdrellaet al. (2013) ont mis en évidence
un diameétre plus important du follicule dominantdademain du retrait de I'implant dans le
lot traité a I'eCG par rapport au lot témoin (16én £ 0,4 contre 8,5 mm + 0,4).

Cependant, d’'autres études sur des vaches laititoesrent des résultats différents
Pour une seule d’entre elles (Kenyeh al, 2012), I'eCG injectée cinq jours avant les
prostaglandines a augmenté le nombre de follicertesroissance (>10 mm) mais uniquement
chez des vaches primipares a la dose de 800 Uhrhdas, elle n’a pas eu d’effet significatif
sur la taille du follicule dominant. Les autres [icdtions ne montrent aucun effet de I'eCG

aux doses de 400 Ul (Souetal, 2009a ; Ferreirat al, 2013) et de 600 Ul (Ferreis al,
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2013) concernant la croissance folliculaire, bier ¢ieCG soit administrée au moment du
retrait de I'implant progestatif, en méme temps tpseprostaglandines kE2comme lors des
expériences sur vaches allaitantes (Saled, 2011 ; Dorneles Tortorellet al, 2013).

Une publication américaine récente ne montre peffeti’de 'eCG a la dose de 400 Ul
sur la croissance folliculaire lorsque celle-ci ggectée au cours d’'un protocole Ovsynch
(GnRH a JO, PGFR2a J7, GnRH a J9, IA & J10) en méme temps que3&xP(Pulleyet al,
2013). Les difféerences de résultats observéese dafr vaches allaitantes et les vaches
laitieres, s’expliquent peut-étre par des statutwiens différents et notamment par une plus

forte proportion d’ancestrus anovulatoire chez lshes allaitantes.

2. Taux d’ovulation

Les études concernant le taux d’ovulation sontedgent contradictoires. Sur des
vaches allaitantes en ancestrus sous dispositifeptatif, I'injection de 300 Ul d'eCG au
moment du retrait de 'implant améliore le taux\ditation de maniere significative (88,6%
pour les vaches traitées contre pour 71,6% pourdebes témoins). L'effet est supérieur
chez des vaches ayant une note d’'état corporaignfé a 2,75 (Salest al, 2011). L'eCG
améliore le taux d’ovulation lorsque les folliculdsminants sont petits au moment du retrait
de lI'implant (Sale®t al, 2011). En revanche, ces effets ne sont pas aissehez les vaches
laitieres puisque le taux d’ovulation n’est pas koné apres traitement a 'eCG a la dose de
400 Ul (Souzeet al, 2009a ; Ferreirat al, 2013) ou de 600 Ul (Ferreiet al, 2013) quel
gue soit le niveau de production laitiére, en moygede 36,2 kg/j + 0,4 (Sousd al, 2009a)
et 32,1 kg/j + 0,3 (Ferreiret al, 2013), le nombre de jours post partum, en moyelents1,6
jours £ 3,5 (Souzat al, 2009a) et 172,1 jours + 5,5 (Ferredtaal, 2013), le rang de vélage
ou la note d'état corporel de la vache, en moyeh8@ + 0,01 (Souzat al, 2009a) et 2,8 +
0,1 (Ferreireet al, 2013). L’eCG ne modifie pas le pic de LH : l'antydle du pic, I'aire sous
la courbe et le moment d’apparition du pic par cap@u moment du retrait du dispositif
progestatif ne sont pas différents entre le lotdiénet le lot traité a 400 Ul (Souz al,
2009a).

41



3. Variabilité du moment de I'ovulation

Chez des vaches allaitantes, I'eCG, administréefirerde traitement progestatif,
permet de limiter la dispersion du moment de I'atioin (Cavalieriet al, 1997). Cet effet
particulierement intéressant de la molécule, notantndans le cadre de protocoles de
synchronisation avec insémination a date fixe,pda été confirmé sur des vaches laitieres
dans des études plus récentes. Aux doses de 4Q8duraet al, 2009a ; Ferreirat al,
2013) et de 600 Ul (Ferreiet al, 2013), I'eCG, injectée en fin de traitement pigaf, n'a
pas permis de limiter la variabilité du moment 'dedlation entre des vaches traitées a I'eCG
et des vaches témoins.

4. Effet lutéotrope et progestéronémie

La littérature indique qu'il existe une corrélatientre la taille du follicule ovulatoire,
celle du corps jaune mis en place suite a I'ovafagt le taux de gestation (Vasconcedbal,
2001). La taille du corps jaune semble elle-ménre &brrélée a la concentration en
progestérone circulante (Santetsal, 2001). Une étude récente a montré une augmemtatio
du nombre de grandes cellules lutéales suite @aiternent a 'eCG a la dose de 400Ul a la
fin d’'un protocole avec dispositif progestatif (Bgiio et al, 2013). Or, ce sont les grandes
cellules lutéales qui assurent au sein du corpsejéa partie la plus importante de la synthese
de progestérone. Il est donc intéressant d’exantieiet de I'eCG sur le corps jaune et la
progestéronémie lors de protocoles de synchroarsdts chaleurs.

La encore, les résultats sont variables : a la des800 Ul administrée deux jours
apres la premiére GnRH lors d’'un protocole Ovsysghvaches laitieres présynchronisées
aux PGFa2, celles-ci ont, 15 jours aprés I'ovulation, unegestéronémie significativement
plus élevee (2,3 ng/mL + 0,3) que les vaches tésdir2 ng/mL + 0,3) et que les vaches qui
ont recu 600 Ul (1,1 ng/mL £ 0,3 ; Kenyenal, 2012). En revanche, deux autres études sur
des vaches laitieres traitées a 'eCG a des dase®@ Ul (Souzat al, 2009a ; Ferreirat
al., 2013) et de 600 Ul (Ferreiet al, 2013) lors de protocoles avec dispositif progédsta
n‘'ont pas mis en évidence deffet positif sur leliwoe du corps jaune et sur la
progestéronémie. Une derniere étude évaluant l'ainpa 400 Ul d’'eCG administrées en
méme temps que les PGF&ans un protocole Ovsynch, n’a pas non plus obs#effet sur
la fonction lutéale (Pullegt al, 2013).
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5. Taux de gestation

Selon plusieurs publications avec des protocoid#érents, le taux de gestation est
amelioré chez des vaches qui ont recu un dispgsiifestatif puis une injection d’'eCG au
moment du retrait du progestagéne. Chez des vadlagmntes en ancestrus ayant une note
d’état corporel inférieure a 2,75, 'eCG a la ddse300 Ul améliore significativement le taux
de gestation (43,9% pour les vaches témoins c@2if2% pour les vaches traitées ; Saes
al., 2011). Chez des vaches laitieres en ancestrudJU@@CG apres sept jours de dispositif
progestatif ont également montré un effet posifyanet al, 2013) sur le taux de réussite a
I'lA réalisée dans les 7 jours suivant la fin dwtocole (36,0% pour les vaches traitées a
'eCG contre 30,6% pour les vaches témoins). Paur, fle taux de gestation augmente
significativement chez des vaches laitieres lorgilisation d’eCG en fin de protocole de
synchronisation dans la publication de Soetaal. (2009a) : il passe de 33,8% chez les
vaches traitées a 28,9% chez les vaches témoins.

Cependant, toutes les publications ne vont pas darsens, et deux parmi les plus
récentes montrent que le taux de gestation n'esapelioré par 'emploi de 'eCG chez les
vaches laitieres (Ferreirat al, 2013 ; Pulleyet al, 2013). Ces deux derniers résultats
pourraient s’expliquer par un faible nombre de eschavec une note d’état corporel
insuffisante incluses dans les essais cliniqueseftgt, Souzaet al. (2009a) ont mis en
evidence que le taux de gestation était d'autamt pmélioré par 'emploi de 'eCG que les
vaches avaient une note d'état corporel inférieu75. Il semblerait que I'eCG agisse de
maniére plus significative lorsque des facteurstéinis le succes des protocoles sont présents
tels que la parité, la note d'état corporel (faibét le statut physiologique (vaches en

anoestrus) (Bryaet al, 2013).
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Tableau 4 :Bilan des différents protocoles utilisés dans lesuplications citéesP4 =
progestérone naturelle ou progestatif sous formgispmsitif a libération prolongée. EB :

benzoate d’'cestradiol, EC : cypionate d’'cestradiol.

Auteurs

Protocole
Traitement recu

Individus

+ 400Ul d'eCG

Vaches laitiéres

Souzeet al, 2009a (N=742)

EB PGFo GnRH
i ¥

J8

J10 J10+10h
Vaches laitieres cyclées et PGF2 PGF2: GnRH * 800UIpGE2, GnRH
Kenyonet al" h h 1 ,d’eCG h h
2011 en angestrus ] ] 4 ] ]
(N=362) P4 [ &
//// " //// : >
Jo J7 J14 J25727 J32  J3t
PGFa. + EC
Vaches allaitantes (zébug) ~ EP + 30CUI d'eCG
Saleset al, 2011 en ancestrus T j
(N=253) P4 TOIA
JO Jg8 Ji10
+ 400Ul d’'eCG
PGFa

Bryanet al, 2013 Vaches laitieres en

chaleurs

J6/J7

ancestrus
(N=1991) J0
*: GnRH si absence de signes de chaleurs da®tesuivant le retrait de P4
+ 400Ul d’'eCG a J6 ou J8
Dorneles Tortorell VaCthniI:t'rtﬁgteS en EB PG,‘a GQBH
otal, 2013 (N=24) i R
30 J6 J8 J9 J9+16h
+ 400Ul ou 600U| d'eCG a J8
Ferreiraet al, Vaches laitiéres EB PGF  GNRH +1A
2013 (N=920) s ]
+ 400Ul d'eCG
. PGF2t PGF21 GhRH  PGF2«  GpRH
Pulleyet al, 2013 Va‘zrllle_sl'z""ét)'eres T Zﬁ % q i
- Ly J 4 ! i IA S
J25 J32 J34 J35
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Tableau 5 :Effets de I'eCG chez la vache : bilan de la litté&ture. NEC : note d’état
corporel, FD : follicule dominant, FO : folliculevolatoire, CJ : corps jaung,: augmentation,
| : diminution

Auteurs Principales conclusions
Effet de I'eCG sur la Effet de 'eCG sur Effet de I'eCG sur le Effet de I'eCG sur la
croissance folliculaire I'ovulation taux gestation fonction lutéale
« Pas deffet sur le
pic de LH et le . o
, taux d’ovulation 1 (33,8% vs Pas d'effet sur la
Souzeet al, | Pas d’effet sur le . Pas deffet | 28,9%) rogestéronémie et le
2009a diamétre du FD as detet surfa 1, pautant plus si brog
variabilité du volume du CJ
NEC<2,75
moment de
I'ovulation
Tr:iraiJ;’rgsrgIIIg: 1 : Vaches traitées a
Kenyonet primipares, 800Ul ont une
traitées a 800UI ont A
al.,, 2011 . progestéronémie plus
plus de follicules AN
élevées a J42
>10mm
e 1(88,6% vs .
Supposé&
71,6%) e 1(62,3%vs ;
Salesetal, | | ENtre J8 et J10 + D’autant plus, si 43,9%) (car ,ta,|||e\du_FO
2011 " | (1,40mml/j vs NEC<2 75 ' . D ' tant ol . corrélée a taille du CJ,
0,95mm/j) , ' . autant pius s selon Vasconcelost
e Dautant plus si NEC<2,75
S al., 2001)
FD est petit a J8
1 (36% vs 30,6%)
e Dr’autant plus chez
Bryanet al, les _femelles de
2013 moins de 2 ans
e Dr’autant plus si
vélage depuis plus
de 42 post-partum
A 10 jours post-
ovulation :
Dorneles diame : 1 si donné & J6 par * 7 volumg CJ,et.
Tortorellaet ! lametre ‘FD S! rapport & J8 (27,3% vs prqgesteropemle S
traitement & J6 ' traitement & J6 par
al., 2013 16%) N
rapport a J8
e | taux de lutéolyse
précoce
* Pas d'effet sur le
Ferreiraet Pas d'effet sur le . ?ux g of\f/utIanr; Pas d'effet sur le
diamétre du FD et du as detiet surfa | pas geffet volume du CJ et sur la
al., 2013 variabilité du ArnAmi
FO progestéronémie
moment de
I'ovulation
Pas d'effet sur la
Pulleyet | Pas d'effet sur le Pas d’effet sur le taux Pas deffet progestéronémie ni sur
al., 2013 | diametre du FD d’ovulation le nombre de CJ/vache.
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Bien que les études évaluant l'efficacité danstlagements de maitrise des cycles
soient discordantes, en particulier chez la vaeli@ite, ses qualités supposeées (effet FSH et
LH de longue durée) sont intéressantes et peuveréspondre a l'effet recherché dans les
traitements de synchronisation actuels. Par s@t EBH, 'eCG est supposée permettre une
meilleure croissance folliculaire et ainsi augmeigediametre du follicule ovulatoire qui est
significativement corrélé a la taille du corps jadormé ultérieurement (Vasconcelketsal,
2001). Par son effet LH, 'eCG pourrait aider adiuction de I'ovulation et, ainsi, diminuer la
variabilité du moment de l'ovulation. Elle est é&gakent susceptible de favoriser la
lutéinisation précoce du follicule ovulatoire ensii de participer a diminuer la mortalité
embryonnaire précoce via une production accruerdgegtérone. Si la dose de 400 Ul est
celle recommandée chez la vache laitiere, elle Eeniimner des résultats aléatoires dans la
littérature. Les doses de 500 Ul et 600 Ul mériegraune investigation plus poussée afin de

voir si elles donnent des résultats différents.

Le protocole que nous avons conduit a pour objdtdaluer les effets de différentes
doses d’eCG en fin de traitement progestatif cleexdche laitiere sur la réduction de la
variabilité du moment de I'ovulation, 'augmentatidu diametre du follicule ovulatoire, puis

du corps jaune associé et sur la progestéronérmsteopalatoire.
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Etude expérimentale

A-Matériels et méthodes

Le protocole a été conduit durant les mois d’agtilde mai 2012 dans un unique

élevage.

.  Animaux

1. Description générale de I'élevage

L’élevage est situé a Martres-Tolosane dans lardément de la Haute-Garonne (31).
Il s’agit d’une exploitation familiale de cing UTKUnité de Travail Humain). Plusieurs
ateliers sont présents sur le site dont, entregutm atelier bovin lait de 100 vaches de race
Holstein. Le quota laitier de la ferme est de 7Q0 Q par an. La production moyenne est de
8000 litres par vache et par an. Le troupeau sstitrau Contréle Laitier.

Au moment de l'inclusion, les vaches étaient abwsliation libre paillée (690 m2) avec
une aire d’exercice raclée et rainurée (297 m?). H&iment a connu, ensuite, des
transformations durant toute la durée des expé&gepour passer en systeme logettes. Les
vaches ont acces a un parcours extérieur de 1 ha.

Les animaux en lactation recoivent une ration detepdistribuée deux fois par jour
apres la traite. Elle est basée sur une producfianidienne moyenne de 30 kg de lait par
vache. L’éleveur distribue par jour et par vachematiere brute : 27 kg d’ensilage de mais, 3
kg d’ensilage d’herbe, 3,5 kg de tourteau de s@a Y4 kg de foin de luzerne, 250 g
d’aliment minéral vitaminé 5/29/5, 60 g de sel geanfdu foin de prairie permanente et des
pierres a lécher sont en libre acces.

La mise a la reproduction des vaches débute d jpi@t60 jours post-partum. Les
vaches sont inséminées sur chaleurs observéeslumeau est suivi par l'unité pédagogique
de Pathologie de la Reproduction de 'ENVT qui mape plusieurs problémes : rétentions
placentaires (10% des vélages), metrites, inf@tdi chaleurs normales, ancestrus vrai (6%

des vaches).

2. Recrutement des vaches

L’ensemble des vaches du troupeau se trouvanisadd 60 jours post-partum a été

soumis a une échographie ovarienne afin de déterrfamature des structures présentes et de
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mesurer leur diamétre. Le recrutement s’est eféeetudeux fois, 25 vaches ont été recrutées
en avril 2012 et 15 vaches en mai 2012. Les vaphesentant un kyste folliculaire ont été
exclues ainsi que celles ne présentant aucundigteulliculaire de diamétre supérieur a 1
cm afin d’augmenter la probabilité de réponse @jdition de RECEPTAY (buséréline,
MSD). Aucune vache pré-synchronisée par des prastdiges n'a été admise ; cela ne
correspond pas a l'utilisation habituelle du profecsur le terrain.

Un examen vaginal a permis d’exclure les vachésemtant des signes d’endométrite
clinigue. Ce phénomene induit une baisse de tértédt en particulier des troubles de la
croissance folliculaire et de I'ovulation (Sheldeh Dobson, 2004). Les vaches recrutées

n'avaient jamais recu d’injection d’'eCG d’apres#net sanitaire d’élevage.

3. Données recueillies avant la mise en lots

Pour chaque animal, les données suivantes ore@iéillies
- Note d’état corporel (Edmonset al, 1989).
- Nombre de jours post-partum.
- Résultats du Contrdle Laitier pour le mois d’azl12
o Production laitiere quotidienne le jour du contrple
o Taux protéique ;
0 Taux butyreux ;

- Talille et nature des structures ovariennes visibléschographie.

4. Appariement

Quarante vaches ont été sélectionnées parmi cetbesespondant aux criteres
d’inclusion. Chacune a été placée dans un desajloasr de traitement eCG aprés classement
des vaches par ordre croissant du nombre de jastspartum (lot 0 Ul, lot 400 Ul, lot 500
Ul, lot 600 UI), soit 4 lots de 10 vaches. Cellegsgntant un corps jaune au moment de
linclusion ont été réparties de maniere homogenteeles quatre lots. Deux vaches
appartenant au lot 3 se sont blessées au couexgésences, réduisant a 8 vaches l'effectif
total du lot 3.
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. Protocole expérimental

L’ensemble des vaches a recu le protocole suivautré 15) :
o JO: Injection d’'un analogue de la GnRH : 10 pg dedoéline (RECEPTAY,
MSD), soit 2,5 mL par voie intra-musculaire.
o JO & J9: Mise en place de I'implant progestagéne CREST® (3 mg de
norgestomet, MSD) par voie sous-cutanée auriculaire
o J7: Injection d'un analogue des PGF2(0,5 mg de cloprosténal,
ESTRUMATE®, MSD), soit 2 mL par voie intra-musculaire.

A J9, au moment du retrait de l'implant, les quatreslaint recu une injection
différente par voie intra-musculaire :

o Lot 0 Ul: Injection de 2 mL de CHRONOGESPMSG SOLVANT (MSD ;
solvant aqueux : phosphate disodique dihydraté,sgiete monosodique
dihydraté, acide phosphorique, hydroxyde de sodieau pour préparation
injectable) ;

o Lot 400 Ul : Injection de 2 mL de CHRONOGESPMSG 400 reconstitué
dans le solvant (MSD) ;

o Lot 500 Ul : Injection de 2 mL de CHRONOGESPMSG 500 reconstitué
dans le solvant (MSD) ;

o Lot 600 Ul : Injection de 2 mL de CHRONOGESPMSG 600 reconstitué
dans le solvant (MSD).

GnRH PGF2, *eCG
l\ h/ h
Tgf Implant P4 ﬁ T;ﬁ IA*
I >
JO J7 J9 J11

* Les vaches ayant été vues en chaleur a J9 omisétfinées a J10 et J11

Figure 15 : Protocole mis en ceuvrel.a dose d’eCG administrée est de 0 Ul, 400 Ul, 800
ou 600 Ul en fonction du lot.
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[l. Collecte des données

1. Echographie ovarienne

Le suivi de la vague folliculaire et de l'ovulatioa été réalisé par échographie
transrectale comme cela est décrit dans la litteegDriancourt, 2001 ; Roelo&t al, 2004).
Des échographies ovariennes par voie transre@al®@raphes TRINGA LINEAR VETet
MyLabOné, sondes linéaires respectivement de 6 & 8 MHz& d 10 MHz ; ESAOTE,
Poisy, France) ont été réalisées quotidiennemeltds nt débuté le jour du retrait de
limplant et se sont poursuivies jusqu’a l'ovulatiale tous les follicules dominants. Les
follicules ont été mesurés chaque jour et les demrent été enregistrées. La taille des
follicules était déterminée par la moyenne du gtend diamétre et du diameétre maximal
perpendiculaire a ce diametre. Une ovulation étése en évidence par la disparition a J + 1
du follicule dominant observé le jour J; le jowr Hovulation était le jour de la premiere
ovulation dans les cas de double ovulation.

Une échographie utérine par voie transrectale fedngmt été réalisée 35 jours aprés
I'lA pour diagnostiquer la gestation.

2. Prélévements sanguins

Des prélevements sanguins ont été réalisés & diigd quotidiennement jusqu’au jour
de l'ovulation pour déterminer les concentratiodggies en lff-cestradiol. Les vaches ont
été également prélevées a JO, J9, et cing joues djmvulation observée mais uniquement
pour le dosage de la progestéronémesang a été prélevé au niveau de la veine coeaygi
par le systtme Vacutaiffedans des tubes secs de 10 mL. Aprés centrifugdécsérum de

chaque vache a été aliquoté et conservé au coegétat20°C.

3. Dosages hormonaux

e 17B-cestradiol
Les échantillons sériques ont été envoyés sousecodu froid négatif (- 20°C) a
Atlanbio (Saint-Nazaire, France). Du sérum de tr@maux males Holstein 4gés d’'un mois
environ a été également fourni au laboratoire dfétalonner la gamme. Les concentrations
en 1PB-cestradiol ont été évaluées par un dosage radiomologique. Les limites basse et
haute de quantification étaient respectivement deg/nL et 75 pg/mL. Le résultat était

considéré comme validé si le coefficient de vaviatentre deux mesures successives était
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inférieur a 30%. Dans le cas ou il était supér&B0%, I'échantillon était dosé a nouveau.

Les pourcentages de réactions croisées ont étéigquar le laboratoire (tableau 6).

Tableau 6 : Réactions croisées vis-a-vis de difféerents stéro&léors du dosage du I
cestradiol sérique

Réactions croisées (%)

Composés
Estrone 2,40
Estronep-D-Glucoronide 0,20
Estrone-3-Sulfate 0,01
Equilin 0,34
D-Equilenin 3,40
170-cestradiol 0,21
16-kéto-cestradiol 0,21
17B-cestradiol-3-Glucoronide 2,56
(Estradiol-3-Sulfate 0,17
Estriol 0,64

* Progestérone

Les dosages de progestérone ont été réaliséscald’ENationale Vétérinaire de
Toulouse au laboratoire de Physiologie & I'aidendkit Coat-A-Count (Siemens Diagnostic
Healthcare, Los Angeles, USA). Celui-ci permet dieef un dosage radioimmunologique en
phase solide pour la mesure quantitative de tahlydroxy-progestérone (4-pregneneldl-
3,20-dione) dans le sérum ou dans le plasma papé&tition avec de la progestérone marquée
a liode™.

Du sérum a été prélevé sur trois veaux malesaeHalstein agés d’environ un mois ;
leur progestéronémie a été considerée comme rbdesérum a permis I'élaboration des
points de gamme dans du sérum bovin aprés dilutamee solution mere de progestérone a
la concentration connue de 1 mg/mL. Les valeurdmmme étaient de 0 ng/mL (sérum de
veau pur), 0,1 ng/mL, 0,8 ng/mL, 2 ng/mL, 4 ng/mhD,ng/mL, 20 ng/mL et 50 ng/mL. Lors
de la validation de la gamme, la corrélation étaiinne entre les valeurs attendues
(concentrations théoriques connues a partir deoteantration de la solution mere) et les
valeurs estimées apres ajustement des donnéesudeepiage de liaison (radioactivité dans
I’échantillon/radioactivité de la liaison maximalans le zéro) en fonction des concentrations

théoriques (figure 16). La limite basse de quardtfon a été validée a 0,1 ng/mL. La limite
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haute de quantification a été arbitrairement fizgda plus haute valeur de la gamme étalon,
soit 50 ng/mL.

120

1[![!%

80 4

-~ valeurs ohservées
Q — valeurs predites
h

A

a 10 20 30 40 50 80
concentrations théorigues en progestérone dans le sérum

% deliaizon de |a progestérone marguée a l'icde 125
@
=]
e

Figure 16 : Courbe étalon représentant les pourcentages de ik@n de la progestérone
marquée a I'iodé® en fonction des concentrations théoriques en proggrone dans les
sérums. Les valeurs observées sont représentées par des pailges, les valeurs prédites
apres ajustement mathématique des données soéseapres par la courbe bleue.

Trois points de contrble qualité du dosage (CQ) &gt utilisés aux concentrations
théoriques de 1,4 ng/mL, 15 ng/mL et 35 ng/mL. Leurpentage d’écart entre la
concentration obtenue par le dosage et la condemtéorique n'a pas dépassé 15%, ce qui
a permis de valider I'exactitude de la méthodecaefficient de variation intradosage moyen
pour les trois CQ était inférieur a 7%. L’ensemibds échantillons de I'expérimentation a été
traité au cours d’'une méme session de dosage. dilesgntages de réactions croisées avec
d’autres stéroides ont été fournis par le fabrigdarkit (tableau 7).
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Tableau 7 :Réactions croisées lors du dosage de laotydroxy-progestérone par le kit
Coat-A-Count®. D’aprés la notice d'utilisation du Kkit.

Composeés Réactions
. croisées (%)
Nom chimique Nom usuel
5a-Androstan-1j-ol-3-one B-Dihydrotestostérone 0,0018
4-Androsten-1p-ol-3-one Testostérone 0,0096
5B-Pregnan-3,20-dione Pregnanedione 0,071
5p-Pregnan-8,17a,20a-triol Pregnanetriol 0,00083
4-Pregnen-1,21-diol-3,20-dione Corticostérone 0,0023
4-Pregnen-1a,21-diol-3,20-dione 11-Deoxycortisol 2,1
4-Pregnen-3,20-dione Progestérone 0,578
4-Pregnen-21-o0l-3,20-dione Deoxycorticostérone 40,1
4-Pregnen-1,17a,21-triol-3,20-dione Cortisol 0,024
5-Pregnen-B-ol-20-one Pregnenolone 0,019
5-Pregnen-B-ol-20-onesulfate Pregnenolone sulfate 0,027
5-Pregnen-8,17a-diol-20-one 1é-hydroxypregnenolone 3,2
5-Pregnen-,17a-diol-20-one-sulfate lo-hydroxypregnenolone sulfate 3,8

4. Analyses statistigues

Les résultats nécessitant la comparaison de mogewmteété traités a I'aide du logiciel
Excel® par une ANOVA & un facteur. Les distributions, fesx d’ovulation et de gestation
ont été comparés a l'aide d'un test de Fisher esacte logiciel R (projet GNU, logiciel
libre). La variabilité de I'évolution des conceritoas en 1p-cestradiol de chaque vache dans
les lots a été étudiée a l'aide d’'une régressigisimue de type : log (p/(1-p))= u + lot +
temps*lot + temps + vache {lot} +, ¢ étant I'erreur aléatoire résiduelle, avec le l@ic
SYSTAT® v10 (Systat Software, Chicago, Etats-Unis). Lesiabélités des moments de
l'ovulation et du pic de 1Fcestradiol ont été analysées a l'aide d’'un tesBadlett par
comparaison des variances entre les lots.

Les vaches ont été réparties en quatre lots selgudntité d’eCG recue (0 Ul, 400 Ul,
500 UI, 600 Ul). Le sous-groupe des vaches ayamosst appelé sous-groupe O, et le sous-
groupe des vaches gravides au terme des expériasteappelé sous-groupe G. Des
comparaisons ont été également faites en fusiorleantrois lots de vaches ayant recu de
'eCG contre les vaches témoins n'ayant pas reeC@ (lot 0 Ul). Le lot de vaches résultant

de cette fusion est appelé « lot eCG ».
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B- Résultats

l. Population étudiée

1. Description de I'échantillon

Quarante vaches de race Holstein ont été séleégsncomme indiqué précédemment
(plus de 60 jours post-partum, présence d'un fadiicsupérieur a 1 cm, absence de kyste,
absence de signes d’endométrite clinique ; tabBau es dates des vélages précédant la
synchronisation s’étendent du 31/12/2010 au 060022 Les implants ont ainsi été mis en
place 160 jours + 105,2 (moyenne + écart type)sapédage, sur des animaux ayant une note
d’état corporel moyenne de 2,3 £ 0,7 points surécteslle de 0 a 5 (Edmonsenal, 1989).
D’aprés le Controle Laitier du mois d’avril 2012jtsau début des expériences, la production
laitiere était de 32,4 + 8,6 kg/vache/j. Les taumt@iques et butyreux des vaches incluses
étaient respectivement de 32,7 + 3 g/L et de 38{2L4g/L.

Tableau 8 : Caractéristiques de la population (N=40)

Variable Moyenne | Ecart-type | Minimum | Maximum
Rang de lactation 2,3 1,9 1 9
Mois de lactation (mois) 6,7 3,5 3 17
Duree écoul_ée depuis le vélage 160 105.2 60 462
(jours)
Note d’état corporel (échelle 0 a 5 2,3 0,7 1 4
Production laitiere (kg/j) 32,4 8,6 17,8 52
Taux protéique (g/L) 32,7 3,0 25,9 39,7
Taux butyreux (g/L) 38,2 4,1 29 48,6

2. Comparabilité initiale

Pour la constitution des lots, les vaches onbpt#ariées sur le nombre de jours apres
vélage et la présence ou non d’'un corps jaune.paapment a été correct pour ces deux
variables (tableau 9). La répartition des variablesdiffere pas significativement entre les
différents lots. La comparabilité de la note d’@atporel, des résultats de production laitiere
et de la progestéronémie au moment de I'inclusiétéavérifieea posteriori: il n'y a pas de
différence statistiquement significative entre ld#férents lots pour I'ensemble des
parametres (tableau 9). Les lots ont été comparésxeluant les deux vaches blessées au

cours des expériences, appartenant initialemefatéa00 Ul. Cela a ramené I'effectif de ce
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lot & 8 vaches. A la pose de I'mplant, 71% desheacprésentaient une activité lutéale
(progestéronémie supérieure a 1 ng/mL).

Tableau 9 :Comparaison des lots a I'inclusionMoyenne + écart type. Les critéres ayant
ete utilisés pour la répartition en lots apparaisse gras.

Lot O UI Lot 400 Ul | Lot 500 Ul | Lot 600 Ul
(N=10) (N=10) (N=8) (N=10) P
Numéro de lactation 3,4+2,6 28+1,9 21+1/4 2213 0,44
Mois de lactation | g0, 36 | 68+32| 65+35  66+4, 0,99
(mois)
Durée écoulée depuis 156,2 + 163,6 + 147,8 £ 156,2 + 0.99
le vélage (jours) 106,4 101,1 102,8 120,6 ’
Note d'état corporel| 5 6, g9 | 21+05| 22+08 22+05 0,38
(échelle 0 a 5)

Pmd”gz]o/jr; laiiere | 251479 | 332485 351496 31,3+90 0,64
Taux protéique (g/L)| 33,0+ 3,1 313+26 34093 325%21 0,28
Taux butyreux (g/L) 39,7 £4,7 38,0+4,4 38,8%3, 36,634 0,39

% de vaches sans
, corps jaune 60% 40% 40% 30% 0,51
echographiguement

visible

% de vaches ayant

une

progestéronémie 40% 20% 37,5% 20% 0,65

inférieure a 1 ng/mL &
JO
Concentration sérique
en 1B-cestradiol aJQ 9,15+ 3,2 8,87 £2,6 9,05+3,3 10,36+3,6 0,82
(pg/ml)
Progesteronemie a J7 5 1o, 6 | 148410 248+21 284+2/6 0,61
(ng/mL)
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. Effet de I'eCG su I'ovulation

1. Taux d’ovulatiol

Le taux d’ovulation au sein d’'un groupe défini comme le nombre de vaches ay
ovulé au moins une fois dans les cing jours suilamétrait de I'implant sur le nombtotal
de vaches du groupe.

Au total, 30 vaches ont ovulé sur 38 et les tawwvualation sont respectivement
90%, 70%, 62,5%t 90% pour les lots 0 Ul, 400 UI, 500 Ul et 600 (Bigure 17). Le tau
d’ovulation moyen des lots traités est (5% contre 90% pour le lot O | (figure 18). Ces
taux ne different pas entre les quatre lots (p=0,41j plos entre le lot eCG et le lo Ul
(p=0,65). le taux moyen de double ovulation est de 31,3% estrpas significativeme!
différent entre les lots ou il est respectivemenB8%, 40%, 25% et 30% pour les lots O
400 Ul, 500 Ul et 600 U(p=0,96.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

Taux d'ovulation (%)

Lot O Ul Lot 400 Ul Lot 500 UI Lot 600 Ul
(N=10) (N=10) (N=8) (N=10)

Figure 17 : Effet de la dose d’eCG recu sur le taux d’ovulation (p=0,41 en fonction de
la dose d’eCG administrée
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Figure 18 : Effet du traitement (eCG) sur le taux d’ovulation (p=0,65)
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2. Durée de l'intervalle -O (Retrait de I'implant -©Ovulation’

Le retrait de I'implant a eu lieu a J9. L'ovulati@nété déclarée pour une vache
lors qu’un de ses follicules préss au jour J n'&it plus présent au jour J; I'ovulation a
été enregistrée dans l'intervalle — h+24], h étant le nomérd’heures écoulées depuis
retrait de I'implant.

Parmi les vaches ayant ov (sous-groupe O), l'intervalle B-varie de 0 a 120h
50% des vehes ont ovulé entre 48 72h. Vingt-sept pour cemnt ovulé avant 48h et 33
apres 72hEn considérant qi les ovaires ont été examinés toutes les, la durée de
l'intervalle R-O pour une vache donr a été définie comme laleur central de I'intervalle
au cours dugudh vache a ovuléPar conséquentaldurée moyenne de l'intervalle-O pour
'ensemble des vachest de 561+ 22,8.

Il semble queadans les lots 0 Ul et 400 , les vaches ovulent plus frequemment ¢
lintervalle R-O [48 a72h] que dans les lots 500 Ul et 600 Ugure 19. En effet, 80% de
ovulations ayant eu lieu apres 7sont survenues sutes vaches appartenant a ces
derniers lots. Néanmoinaucun effesignificatif n’a été mis en évidence el les quatre lots
(p=0,82). De la méme facon, la comparaison du@s €N=21) et du lot O Ul n’pas mis en
évidence de différence sidigiative di traitement eCG sur le momeate I'ovulation (p=0,63 ;
figure 20).

5
()
£ 4 Intervalle R-O
S =02 24h
S 3
> m 24 348h
Q2
£ 48 a 72h
o 2
Z .

m 72 a96h
| _]I_I —II ] || B o
0 B T T
Lot O Ul Lot 400 Ul Lot 500 Ul Lot 600 Ul
(N=9) (N=7) (N=5) (N=9)

Figure 19 : Durée de l'intervalle Retrait de I'implant-Ovulation (R-O) parmi les vaches
ayant ovulé (p=0,82)en fonction de la dos d’eCG recgue
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Figure 20 : Effet du traitement par 'eCG sur la durée de l'intervalle Retrait de
limplant-Ovulation (R-O) parmi les vaches ayant ovulé (p=0,6

Seules ds vaches ayant ovulé dans les 24 a 72h suivastrit de I'implant(donc
entre J10 et J12 pour une IA systématique a ont été gravides i(jure 21). De plus, deux
vaches sur les trois ayant ovulé dans lintervi2ie a 48l (i.e. J10-J1])avaientégalement
étéinséminées sur chaleurs observées a J10 (en plliB\dprévueen fin de traitemena
J11). Pour au moins 7 vaches sur 10 gravides, I'|A féemel a donc eu lieu le jour

'ovulation (figure 21).
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Figure 21 : Durée de l'intervalle Retrait de I'implant-Ovulation (R-O) parmi les vaches
gravidesselon la dose d’eCG rect
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3. Variabilité du moment de I'ovulation

Globalement les ovulations sont dispersées sur .1ZDapres la figure 19, il
semblerait que la dispersion du moment de I'ovalasoit plus importante dans les lots 500
Ul et 600 Ul que dans les lots 0 Ul et 400 Ul. Hete dans le sous-groupe O, 56% et 71%
des vaches des lots 0 Ul et 400 Ul ont respectinéraeulé dans les 48 a 72h suivant le
retrait de I'implant, alors que dans les lots 508@0 Ul, aucun intervalle de temps n’apparait
majoritaire pour le moment de I'ovulation.

Cependant, le test de Bartlett, qui compare |lemreges, n'a pas mis en évidence de
différence significative de la dispersion du délai survenue de l'ovulation entre ces lots
(p=0,64) parmi les trente vaches ayant ovulé. Laparaison du lot eCG et du lot 0 Ul ne
met pas non plus en évidence de résultat sigriffiget0,26). Enfin, la dispersion du moment
de I'ovulation chez les dix vaches gravides n'esst ptatistiquement différente entre les cing
vaches traitées et les cing vaches témoins (p=0,96)

1. Effet de I'eCG sur le follicule ovulatoire

1. Dominance folliculaire

a. Diameétre du plus gros follicule

Le jour du retrait de I'implant, le diamétre moyeun plus gros follicule était de 1,5 cm
+ 0,3 avec un minimum a 0,3 cm et un maximum ac#lLa moyenne des diamétres de ce
follicule a été comparée entre les vaches ayankosucelles n'ayant pas ovulé. Aucune
différence significative n'a été observée (p=0,3Bure 22). La tendance observée sur la
figure 22 : une diminution du diamétre du follicubeulatoire la veille de I'ovulation est
confirmée par la figure 23 (p=0,04). Cela s’expliqpar la présence de cellules
myoeépithéliales de la theque dans la paroi ducidii. Celles-ci entrainent sa contraction
durant I'ovulation, ce qui peut conduire a une téggiminution du diametre folliculaire juste
avant la disparition compléte de la structure.

Ensuite, le diamétre moyen du plus gros follicubenble plus élevé dans les lots
traités que dans celui ne recevant pas d'eCG €igd). Aucune différence significative n’est
présente lorsqu’on compare les quatre lots. Cemenda globalement aucune différence
significative n’est mise en évidence, a J13, lemdime du plus gros follicule est
significativement différent entre le lot eCG (1,86& 0,36) et le lot 0 Ul (1,18 cm + 0,11)
(p=0,02 ; figure 25).
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Figure 22 : Diamétre moyen du plus gros follicule : comparaiso entre les vaches ayant
ovulé (sous-groupe O) et celles n'ayant pas ovulg=0,38).J0 : mise en place de I'implant ;
J9 : retrait de I'implant % injection d’eCG).
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Figure 23 : Evolution du diamétre du follicule préovulatoire dans les jours précédant
I'ovulation (p=0,04)
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Figure 24 : Effets de la dose d’eCG sur le diameétre moyen duys gros follicule.
JO : mise en place de I'implant ; J9 : retrait’deplant + injection d'eCG.
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Figure 25 : Effets du traitement par I'eCG sur le diamétre moen du plus gros follicule ;
a J13, p=0,02J0 : mise en place de I'implant ; J9 : retrait’deplant £ injection d’eCG.

b. Effet de la dose d’eCG sur la cinétique des comagahs sériques

en 1B-cestradiol

Les concentrations sériques er-@stradiol ont été mesurées entre J9 et J14 pour

chaque vache. Les concentrations varient de 2,fnlpgd 25,6 pg/mL. Les valeurs

individuelles les plus hautes sont généralemenerobss a J9 ou a J10.

Le suivi des

concentrations moyennes enpid@stradiol des quatre lots ne montre pas de diftére

significative entre les lots a aucun temps entretJeL4 (figure 26).
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Figure 26 : Suivi de la concentration sérique en Jroestradiol a partir du retrait de
limplant/injection d’eCG (J9) en fonction du trait ement.

En regroupant les vaches traitées (figure 27 eicifférence n'apparait non plus sur
la période J9 — J14.

25,0
@ 200
i
c
S 7 | T :
g E 150 1 —o—Lot 0 Ul
o oo
£& (N=9)
\3 3
- 10,0 —l—Lot eCG
o (O
% 5 (N=28)
=}
[=e} 5,0
g 1
[ =
[e]
o 0,0 T T T T T 1

19 J10 J11 112 J13 114

Figure 27 : Suivi de la concentration sérique en JFoestradiol a partir du retrait de
limplant/injection d’eCG (J9) pour le lot 0 Ul et le lot eCG.
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2. Follicule ovulatoirt

a. Diametre du follicule ovulatoi

Le diamétre du follicule ovulatoire est défini comre plus grand diametre mesi
pour wn follicule donné avant son ovulatic Le diametre moyen du folliculovulatoire pour
'ensemble desaches est de 1,8 cm =, avec un minimum de 1@m et un maximum (
2,2 cm.Aucune différence significative n’a été mise erdéwice entre les quatrets au sein
du sous-groupe O (p=0,39igure 2§ ni au sein du sougroupe G (p=0,9". De méme, dans
les sous-groupes O et & comparaison de I'ensemble des animaux traite&CG (lot eCG
et des animaux non traitéet O Ul) ne montre pas d'effet sigicatif (p=0,17 et p=0,61

respectivement pour les sous groupes O).
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Figure 28 : Effet de la dose d’eC(sur la taille du follicule ovulatoire parmi les vaches
ayant ovulé (p=0,39)

b. Pic de oncentration sérique en fi-testradil au pic

La concentration moyenne au pic deB-cestradiol est de 16,1 pg/nt 3,8 pour
'ensemble des vaches incluses dans l'étude. Lagsnmam et maximum enregistrés
moment du pic sont respectiven de 8,2 et 23,6 pg/mL (figure 29a comparaison (s
différents lots ne montre pas d’effet de I'eCG, Ipugue soit la dose utilisée ni dans
population totale (p=0,90), ni ds les sous-groupes O (p=0,82)®Yp=0,99) En regroupant
les donnéedes concentrations de B-cestradiol ne différent pas gsicativement entrde lot
témoin (lot 0 Ul) et ldot eCG (p=0,99
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Figure 29 : Effets de la dose d’eC( sur la concentration sérique erl7p-cestradiol au pic
pour 'ensemble des vache§=0,90

Les vaches n'ayant pas ovulé rt pas eu une concentration plus basse -
cestradiol au moment du pic puisqu’en moyenne,dencentratiorsériqu¢ est de 17,6 pg/mL
contre 16,0 pg/mLpour celles qui ont ovu (figure 3Q. Cette difféerence n’est p
significative (p=0,35).
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Figure 30 : Comparaison des concentrationsériques en 1B-cestradiolau pic entre les
vaches ayant ovulé (sougroupe O)et celles n’ayant pas ovul¢p=0,35

En revanche, il est intéressant de noter qu'au dairsou-groupe O, les vach
gravides au terme du protocole tendent a avoir isndp concentratiorsérique en 13
cestradiol avant I'ovulation plus élevé (1 pg/mL +2,6) que celles finalement non gravit
(15,2 pg/mL + 4,3jous lots confondt (figure 31 ; p=0,08).
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Figure 31 : Comparaison des concentratins sériques en 1ff-cestradiol entre les vache
gravides et non gravides au terme des expérien parmi les vaches ayant ovul (p=0,08)

3. Durée de l'intervalle -P (Retrait de I'implant Pic de 1B-cestradiol)

Pour chaque vache, le pic de3-cestradiol a été défini comme la valeur la [élevée
mesurée avant I'ovulation observée a I'échograpgbdelr les vaches n'ayant pas ovulé, le
a éte défini comme la valeur la plélevée mesurée entre J9 et J1d.plic d« 17B-cestradiol
n'a pas pu étre détermn@ pour une vache sur les 3ia concentrationésiqLe étant toujours
restéenférieure a la limite basse de quantificati

L'intervalle RP varie de 0 a 72h apres le retrait de I'implPres de 50% des vhes
(18/37) présentené pic de 1B-cestradiol 24 heuseapres le retrait de I'imple, 30% (11/37)
des le retria de I'implant et donc avant touaction de 'eCGLes 20% resta montrent un
pic plus tardif, plus dd8h aprés I'injection d’eC (figure 32).

La durée de lintervalle -P ne difféere pas significativement ee les lots (p=0,64 ;
figure 32). De la méme facon, le lot eCG (N=28) et le lot 0 (JU=9) ne sont pa

significativement différentguant a la durée de l'intervalle-P (p=0,76).
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m 48h
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Figure 32 : Effet de la dose d’eC(sur la durée de l'intervalle Retrait de I'implant -Pic de
17p-cestradiol (R-P)chez 'ensemble des vaches ayant eu un pic dgB-cestradiol
(p=0,64)

L’'analyse des donnéedu sous-groupe Oenmet pas en évider de différence en
comparant les quatre lots (p=0; figure 33), ni en comparald lot témoina I'ensemble des
vaches traitée=0,56). De la méme facon, au sein des vachesdg=ves intervalles -P

ne sont pas différenentre le lot eCG et le lot 0 Ul (p=0,%

6
25
<
[ Intervalle R-P
> 4
(]
o m Oh
23
Q0
€ m 24h
o
z?2 = 48h

1

0

Lot O Ul Lot 400 Ul Lot 500 Ul Lot 600 Ul
(N=9) (N=7) (N=5) (N=9)

Figure 33 : Effet de la dose d’eC(sur la durée de l'intervalle Retrait de I'implant -Pic de
17p-cestradiol (R-P)parmi les vaches ayant ovulé (p=0,f)
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Dix vaches ont été gvides au terme des expériences. Parmi eti@s ont eu un pic
de 1P-cestradiol24h aprés le retrait de I'implant, trois le jour me du retrait et les det
dernieres 48h apreffigure 34). La durée de lintervalle R- n'est pas statistigment
différente entre lesaches gravide¢ et non gravidegp=1). La distribution des données se
de la méme manieret cet intervalle ne semble pas avoir d’influenge la capacité d'ur

vache a étre gravide.
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Figure 34 :Durée de l'intervalle entre le Retrait de I'implant et le Fic de 1'p-cestradiol
(R-P) selon la réussite de I'l£

4. Variabilité dans le temps du pic deB-oestradiol

D’apres la figure 26le pic de 1B-cestradiol se manifeste dans les 72h suiva
retrait de I'implant. Celuci semble avoir lieu précisément 24h apré:etrait pour la majorit
des vaches des lots 0 Ul et 600 Ul. Ceper, la comparaison des variances entre les lot:
mis en évidence ddifférence entre les quatre lots (p=0,77) ni efdrlot eCG et le lot 0 U
(p=0,76).En se limitant aux individus s sousgroupe O (p=0,63) et G (p=0,99), aucun €
n’est observé lorsqu’on compare le lot eCG eti®Iol.

Dans les conditions de I'expériel, 'eCG n’a donc pas d’effet sur la variabilité

moment de I'ovulationni sur le moment d’apparition duc de 1B-cestradiol
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V. Effet de I'eCG surla progestéronémie pos«-ovulatoire

La progestéronémia étéévaluée, pour chaque vacheng jours apres l'ovulatio
observée a I'échographi€hez watre vaches, les valeurs étaierferieures a ng/mL, 5
jours aprés I'ovulation observée a I'échogra ; ceci traduit une régression lutéale pré
(Dorneles Tortorellaet al, 2013 : ces vaches ont étexclues des analyses statistiq
concernant la progestéronémie |-ovulatoire.

Celle-ci est en moyenne d2,1 + 1,0 ng/mL. ks valeurs minimale et maxim
mesurées somespectivement d1,0 ng/mLet 4,2 ng/mLLes résultats obtenus présentent
pas de différence significati entre les quatre lots (p=0,85 ; figure 3B sein des vaches
gravides, les vaches traitéas une progestéronémie 8¢l ng/mL contre 2,ng/mL pour les
vaches non traitées.e@e obsrvation n’est pas confirmée par un test statisti¢pme0,1¢;
figure 36).
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Figure 35 : Effet des traitement: sur la progestéronémie 5 jourspres I'ovulation chez
les vaches ayant ovulé=0,8¢%)

5,0

4,0 T

=30
®r0 I

~

Progestéronémie

1,0 +——

0,0 T
Lot O Ul Lot eCG
(N=5) (N=5)

Figure 36 : Comparaison de la progestéronémie entre vaches ttaes (lot eCG, N=5) e
non traitées (lot 0 Ul, N=5)chez les vaches gravide(p=0,19).
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En revaache, parmi les vaches ayaiovulé (et sans lutéolyse préco, la
progestéronémie est significativement plus élevéez des vachegravides au terme di
expériences que chez cellesurlesquelles I'insémination a écho(@=0,0<; figure 37). Elle
atteint en moyenne 2,7 = On@/mL chez les vaches gravides contre 2@,&ng/mL chez les

autres.
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Figure 37 : Comparaison de la progestéronémie 5 jours apres kaolation entre les
vaches gravides et non gravides part les vaches ayant ovulé (p=0,04)

V. Effet de I'eCG sur le taux de gestatio

Le taux de gestation au n d’'un groupe est défini comme nombre de vacls
gravides a 35 jours pobA-sur le nombre de vacs total du groupe. Au total, 10 vaches
38 étaient gravides 35 jouuapres I'l£, soit un taux de gestation moyen de 26,3%. Les da
gestation étaient respectivement de 50%, 40%, 0%0%t pour les lots 0 Ul, 400 Ul, 500 |
et 600 Ul (figure 38A)Un effet significatif du lot est mis en évidenge=0,04). Néanmoin:
les comparaisons deux a deux avec le risque corgggenmettent pas de donner de rés
plus précis. La comparaison du lot témoin (lot § &llec les lots 500 Ul et 600 Ul regrou
montre un effet négatif sigficatif de 'eCG a ces dos (p=0,01). En disionnant I'ensembl
des données des vaches tra (lot eCG) on obtient un taux de gestation moyen de %
contre 50% sans eCG. L'’eG€énd a diminuer le taux de gestation (p=Q,08ure 38B).

Si I'on s’intéresse au taux de gestation uniquenpermi les vaches ayant ovulles
effets significatifs mis en évidence sont les mé en comparant leguatre lots (p=0,(;

figure 39A)ou en comparant le lot Ol au lot eCG (p=0,12 ; figure 39B).
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Figure 38 : Effets des traitemerts sur le taux de gestation pour 'ensemble des Vaes

A : Comparaison des quatre lots : Comparaison du lot traité (lot eCG) et du lot témbirh
0 Ul

100 100
= p=0,04 p=0,12
X 80 80
c
S
2 60 60
2
%
& 40 +— 40 +——
el
5
T ‘T W
=
O T T T 1 0 T
A LotOUlI Lot400 Ul Lot500 Ul Lot 600 Ul B Lot O UI Lot eCG
(N=9) (N=7) (N=5) (N=9) (N=9) (N=21)

Figure 39 : Effets des traitements sur le taux de gestaticparmi les vaches ayant ovul.

A : Comparaison des quatre lots : Comparaison du lot traité (lot eCG) et du lot témidat
0 Ul)

En conclusion, dans les conditions de l'expérien@CG n'a eu aucun effet sur
variabilité du moment de I'ovulation ni sur le mamhéu pic d’cestradiol. L'emploi de 'eCG n
également aucurection sur la taille du follicule ovulatoire, nirdes concentrations sériques
17B-cestradiol. Les vaches ayant recu de 'eCG ont ur tBovulation non significativemel
différent de celui des vaches témoins avec unegstégonémie pc-ovulatoire omparable entre
les différents lots. En revanche, le taux de gestast dégradé chez les vaches ayant rec!
doses d’eCG de 500 Ul et 600 Ul par rapport aukeateémoins (p=0,0:
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C-Discussion

l. Protocole expérimental

1. Animaux

* Uniformité de I'échantillon

Les animaux viennent tous du méme élevage. Léérelifts facteurs de conduite de
troupeau pouvant influencer la réponse au traitérsent donc les mémes pour tous les
animaux inclus dans I'étude. Cependant, le faitli@sir un seul élevage présente aussi des
limites dans I'extrapolation des résultats. Lat#éture montre des réponses variables a 'eCG
(tableau 5) et le facteur « élevage » peut infleerette réponse. La taille des lots varie entre
8 et 10 animaux, ce qui représente un effectifléailde plus, a I'intérieur des lots, les
animaux sont assez différents entre eux. En dffetpmbre de jours post-partum varie de 60
a 462, ce qui traduit probablement la présenceatdes infertiles et de vaches a fertilité

normale au sein de chacun des lots.

* Batiment

Au cours des expérimentations, le batiment defiesdaitieres a subi des travaux
importants pour passer d’'un batiment avec airelggid une stabulation a logettes. Ces
changements ont induit un stress important chezvdéebes, qui ne se sont pas adaptées
immédiatement aux logettes ; celles-ci ne s’y caigtit pas spontanément et par conséquent
passaient plus de temps debout qu’habituellementeGtress (reproduit expérimentalement
par une injection d’ACTH, diminue la pulsatilité de LH, et de fait les concentrations
plasmatiques en cestradiol. Cela empéche alorsn@raie du pic de LH. Par conséquent,
'ovulation est trés retardée, voire absente (Dabetoal, 2008). Bien que toutes les vaches
aient été soumises au méme stress, les taux dtmrnul@2,5 a 90 %) et de gestation (10 a
50%) ont pu étre détériorés par ce changement tilaéb@. De plus, on ne peut exclure que

les vaches puissent présenter une sensibilitéithaille variable au stress.

» Alimentation
La note d’état corporel moyenne des vaches inslastbasse (2,3 + 0,7) pour un mois
moyen de lactation de 6,7 + 3,5. L'analyse de tmmaavec le logiciel Larel&/(Enjalbert F,
ENVT, France) montre un léger déficit énergétiqweca0,89 UFL/kg de MS pour une
recommandation supérieure a 0,92 UFL/kg. Ceci estitné par I'analyse des résultats du

Controle Laitier ; environ 13% des vaches incluses un TB/TP supérieur a 1,4 tout
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particulierement en début de lactation, ce qui faire suspecter la présence de cétose
subclinique. L'analyse de la ration montre égaleman déficit protéique avec 103 g de
PDIE/kg de MS pour une recommandation a 110 g dékBlbe MS en ration compléte chez
un éleveur souhaitant exprimer le potentiel génétide son troupeau. Le rapport PDIN/PDIE
est cependant tres élevée (exces de 350 g de PRIN jqur par rapport aux
recommandations). Tout ceci peut étre a I'origihand absence de fécondation de I'ovocyte,
d’'une diminution de l'activité ovarienne et d’'unegmentation de la mortalité embryonnaire
précoce (Weaver, 1987 ; Enjalbert, 2013).

» Stade ovarien

Les vaches ont été sélectionnées et incluses dapsoiocole lorsqu’un follicule de
diamétre supérieur a 1 cm était visible a I'échpgra a JO. Au-dessus de 8-9 mm de
diameétre, des récepteurs a LH sont présents dagrmmalosa (Monniauet al, 2009). Ces
récepteurs sont nécessaires a l'effet lutéinisantadGnRH ou d’'un analogue, injecté a JO.
Pour augmenter la probabilité de présence d'unictdd dominant a JO, une pré-
synchronisation & l'aide de deux injections de P&&214 jours d'intervalle (Presynch), la
seconde injection ayant lieu 10 ou 12 jours avaniadrait eu un intéret. En effet, suite a un
Presynch, entre 60 et 66% des vaches posseédenilienlé¢ dominant capable d’ovuler en
réponse a une injection de GnRH (Stevenson, 2@dpendant, dans la pratique courante,
afin de limiter les frais liés a l'utilisation ddsormones, la présynchronisation par les
prostaglandines F2est peu réalisée en Europe. C’est pourquoi, n@awns pas inclus de
Presynch dans notre protocole expérimental afinales placer dans une situation proche de

celles rencontrées en pratique.

2. Echographie

Les échographies ovariennes ont été réaliseesdguotement a partir du retrait de
l'implant CRESTAR S@&. Or, a trois reprises, deux opérateurs différsatg intervenus pour
la mesure des follicules avec des différences deédee dans le maniement de la sonde
eéchographique. Une seule personne pour réaliseedbsgraphies aurait eté préférable.
Cependant, le partage du travail était nécessaie lpmiter la durée de stationnement des
vaches au cornadis. A cela, il faut ajouter quedesx opérateurs travaillaient avec des
échographes différents (Tringa Linear ¥et MyLabOn§&).
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D’autre part, afin de caractériser le moment dedlation de maniére plus précise, il
aurait été pertinent de réaliser les échograptees ¢bis par jour. Cependant, la encore, pour
des raisons de bien-étre animal et d’organisater’d@evage, il n'aurait pas été possible
d’augmenter la durée quotidienne de stationnemenbeadis.

Par ailleurs, d’aprés la littérature, les écholyrep répétées sur les vaches par voie
transrectale n'ont pas d’effet sur le moment devdlation, ni sur les concentrations en

stéroides plasmatiques (Roelefsal, 2004).

3. Dosages hormonaux

Un seul prélevement par jour est suffisant poulldeage de la progestéronémie car
celle-ci ne varie pas au cours de la journée (Haretaal, 2010). Concernant le f7
cestradiol, sa concentration plasmatique décroitleapent apres le pic de LH, de 6 a 1 pg/mL
en moins de 20h (Gintheaat al, 2013). Plusieurs prélevements par jour auraiemic dété
souhaitables, mais non réalisables dans les condi@xpérimentales.

De plus, pour compléter les résultats expérimenthwurait été intéressant de doser
la LH afin d’évaluer I'effet de 'eCG sur le picgovulatoire de LH. Cependant, cela aurait
nécessité des prises de sang réguliéres tout&s (Bech et al, 2006) ou 4h (Saumande et
Humblot, 2005), ce qui était impossible en condgial’'élevage.

4. Choix du protocole et des doses d'eCG

Le protocole choisi pour les expériences est cedubmmandé par MSD dans le
résumé des caractéristiques du produit et clagsigneutilisé lors de la mise en place de
CRESTAR S@. Les différentes publications sur 'eCG montrene cselon les pays et les
systemes d’élevage, cette molécule est utilisémaleiere différente dans les protocoles de
synchronisation des chaleurs (tableau 4). Le mordénjfection par rapport au retrait du
dispositif progestatif est variable ainsi que laalatilisée. Ainsi, il pourrait étre intéressant de
tester l'efficacité de I'eCG en l'injectant plust tans le protocole. Son efficacité a été en
partie démontrée lorsque I'eCG est injectée en mmps que les PGERZSouzaet al,
2009a ; Sale®t al, 2011 ; Bryanet al, 2013, tableaux 4 et 5). De plus, sur des vaches
allaitantes en ancestrus, 'eCG est plus efficacdestaux de gestation lorsqu’elle est injectée
en méme temps que les P@HAutét que 2 jours apres (Dorneles Tortorataal, 2013,
tableaux 4 et 5). Ceci serait imputable a une ghamde efficacité de l'injection précoce

d’eCG sur la croissance et la taille du follicuadnant En effet, elle permet d’augmenter la
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production d’cestradiol par les cellules de la glasa et le nombre de récepteurs a LH
(Dorneles Tortorellt al, 2013).

D’apres les recommandations du laboratoire MSiolse de 300 Ul doit étre utilisée
dans certaines configurations (figure 14). Cependarconditionnement de 300 Ul n’existe
pas et en pratique, cette dose n’est pas utiliG@st pourquoi le choix a été fait de comparer
les trois conditionnements existants soit 400 WD ®JI et 600 Ul avec un lot témoin traité
uniquement au solvant. Des doses supérieures BI6ONt pas été testées ; elles auraient pu
étre responsables d’ovulations multiples non saébaichez les bovins. Les expériences de
Bellowset al. (1972) mettent en évidence ce phénomene a parta dese de 800 Ul. Cette
publication est ancienne et la fréquence des dsuilelations chez les vaches Holstein a
augmenté ces derniéres années (Lagieal, 2005). Il serait intéressant de réévaluer la dose

minimale d’eCG a partir de laquelle le risque dalle-ovulation augmente.

[l. Résultats

1. Variabilité du moment de 'ovulation

La répartition des ovulations dans le temps mongire celles-ci ont eu lieu entre 0 a
120h apres le retrait de I'implant. Plus de 50% dashes ont ovulé entre 48 et 72h. Les
études de Souzet al. (2009a) et Ferreirat al. (2013) se sont également intéressées a la
répartition des ovulations aprés le retrait du o#jif progestagene. Dans ces deux
publications, les durées moyennes de l'intervall® Ront respectivement de 67,5h et de
74,8h pour les lots traités a la dose de 400 Ukreoh6h + 22,8 dans notre expérience.
Cependant, les protocoles expérimentaux ne sontdpasiques a celui utilisé ici puisqu’ils
incluent, entre autres, du benzoate d’cestradidlédut de protocole et de la GnRH 48h apres
l'injection d’eCG (tableau 4). Dans l'étude de Wallet al. (1996) qui n'utilise pas de
progestagene, des PGFant été injectées a des vaches apres mise ennéeidkun corps
jaune a I'’échographie ; la durée de l'intervall&sfR20. — ovulation] est alors de 99,2h en
moyenne, ce qui est comparable aux résultats obtenltEn effet 50% des vaches ont ovulé
entre 96 et 120h apres l'injection de PGF2

De plus, dans les conditions de notre expéridie@G ne permet pas de diminuer la
variabilité du moment de I'ovulation de maniérengigative quelle que soit la dose utilisée.
Ce résultat est également cohérent avec les domméeédemment publiées (Souziaal,
2009a ; Ferreiraet al, 2013) pour lesquelles aucun effet de I'eCG surélgartition des

ovulations au cours du temps n’a été mis en évilenc

74



2. Variabilité dans le temps du pic dept@&stradiol

Dans les quatre lots, le pic deBi@stradiol intervient entre 0 et 72h apres le itediea
limplant et prés de 50 % des vaches ont un pidfecestradiol a J10, soit 24h apres le
retrait du progestagene. Ces résultats sont emchagec ceux présentés dans la littérature. En
effet, dans I'étude de Bloddt al. (2006), le pic de JFcestradiol intervient en moyenne entre
24 et 29h apres le retrait du dispositif progestafieCG n’'a pas d'effet significatif sur

I'apparition du pic de 1F-cestradiol & un moment donné.

3. Diametre du follicule dominant

Le diamétre moyen du follicule dominant le jourrétrait de I'implant, soit 48h aprés
l'injection de cloprosténol, est de 14,8 mm + 0,Bés résultats sont en accord avec ceux déja
obtenus sur des vaches laitieres (Soetzal, 2009a ; Ferreira&t al, 2013 ; Pulleyet al,
2013). Dans ces trois publications, 48h apreseittipn de PGR2 (+ eCG), le diametre du
follicule dominant varie de 13,6 a 15,3 mm.

Ensuite, au cours de nos expériences, dans les $ourant l'injection d’eCG, aucune
différence significative n'a été mise en évidenomaernant la croissance folliculaire en
comparant les quatre lots. En revanche, 96h ajimgection d’eCG, parmi les vaches n’ayant
pas encore ovulé, celles du lot 0 Ul ont, en mogenm follicule dominant de plus petit
diametre que celles du lot eCG (11,8 mm *= 1,1 eort®,6 mm * 3,6 ; p=0,02).
Cependant, cette observation peut étre biaisédep@mux d’ovulation. En effet, celui-ci est
plus élevé dans le lot 0 Ul que dans le lot eCGladisence d’ovulation conduit a une
augmentation de la taille du follicule dominantg(fie 22) ; ce dernier continue a grossir
jusgu’au pic de LH. Par ailleurs, aucun effet &CIG sur la taille du follicule dominant chez
la vache laitiere n’est rapporté dans la littératur

Il semblerait que 'effet FSH de I'eCG soit pluspartant chez les vaches allaitantes ;
sur ces derniéres un effet positif de 'eCG a é&érid sur la croissance folliculaire pré-
ovulatoire (Saleet al, 2011 ; Dorneles Tortorellat al, 2013). A la dose de 300 Ul le jour
du retrait de I'implant et de I'injection des PGf2eCG augmente la vitesse de croissance
folliculaire dans les 48h suivant son injectiord(inm/jour + 0,1 contre 0,9 mm/jour + 0,1
pour le lot témoin). Ceci est associé a un diamsigaificativement plus important du
follicule dominant le jour de I'lA (13,9 mm % 0,2otre 12,9 mm + 0,3 pour le lot témoin ;
Saleset al, 2011 ; tableaux 4 et 5). La publication de DagseTortorellaet al. (2013)
présente un effet significatif de 'eCG lorsqu’dtenjecté en méme temps que les P& Rar

la taille du follicule dominant, 72h aprés son atijen (10 mm + 0,4 pour le lot traité contre
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8,5 mm * 0,4 pour le lot témoin). Il serait intésast de mesurer 'effet de 'eCG sur le
diameétre du follicule dominant chez des génissefsteio ou des vaches Holstein hors
lactation. En effet, cela pourrait permettre d'é&ealsi la production laitiere est capable de

modifier ou d’interférer sur la sensibilité a I'eCG

4. Diameétre du follicule ovulatoire

Le diametre moyen du follicule ovulatoire mesuaiglles 24h précédant I'ovulation
est de 17,5 mm % 2,5, avec un minimum a 12 mm ehaximum a 22 mm, pour I'ensemble
des lots. Cette taille correspond a celle décritesda littérature : le diamétre du follicule
ovulatoire est compris chez la vache entre 13 anht®(Gintheret al, 1989 ; Bleactet al,
2004). Avec l'utilisation d'un CRESTAR classique (norgestomet + valérate d'cestradiol),
Saumande et Humblot (2005) ont observé des talkefllicules ovulatoires pouvant varier
entre 10,5 et 18,5 mm chez des génisses de rdieedakFerreiraet al. (2013) ont enregistré
des diametres variants de 13,9 mm + 1,2 a 14,6 m®,9% lors d'un protocole de
synchronisation a base de progestagene (tableau 4).

Ce diametre moyen n’est pas significativemerfédiht entre les lots traités a I'eCG
et les lots non traités et ce, quelle que soitdsedutilisée. Ce résultat est en accord avec les

données publiées par Ferredtaal. (2013).

5. Taux d’ovulation

Le taux d’ovulation moyen des lots traités es78&o, celui du lot témoin est de 90%,
avec un taux de cyclicité initial de 71% pour I'emble des vaches incluses dans I'étude.
Dans I'étude de Saumande et Humblot (2005) qusatllancien protocole CRESTARavec
une injection de valérate d’cestradiol au momenlkadeose de I'implant) sans eCG, le taux
d’ovulation sur 35 vachestait de 94,2%, avec une cyclicité préalable aiietreent de
synchronisation non déterminée. En revanche, Raniglet al. (2008) obtiennent un taux
d’ovulation de 73,2% (N=252 vaches) pour un tauxcygelicité de 78,2% au cours d’'un
protocole incluant un progestagene durant 7 jogso@é a une injection de PGF2au
moment du retrait de I'implant. Il semblerait daqe le stress lié au changement de batiment
dans notre expérience n’ait pas eu d’effet majautespic de LH puisque les taux d’ovulation
des différents lots sont cohérents avec ceux pté&seians la littérature.

Aucun effet significatif de 'eCG n’a été mis enidance sur le taux d’ovulation dans
notre étude, ce qui est en accord avec les dorbiBksgraphiques sur les vaches laitieres

(tableau 5). Seule I'étude de Satdsal. (2011) sur des vaches allaitantes en ancestrus avai
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montré un effet positif de 'eCG sur le taux d’aaihn. Le taux d’ovulation des vaches ayant
recu de 'eCG (N=123) était alors de 88,6% confr&% pour les vaches témoins (N=134).

Le taux de double ovulation obtenu est en moyem@@1d3% et n’est pas modifié par
la dose d’eCG, y compris aux doses les plus éled@éfO0 et 600 Ul. Ce taux est Iégérement
supérieur au taux généralement obtenu chez la Vaidlere en cestrus spontané qui se situe
entre 15,5% (Lopez-Gatit al, 2005) et 26,8% (Lopez-Gaties al, 2002).

6. Taux de gestation

Dans notre étude, la dose d’eCG a eu un effetfigtif sur le taux de gestation. En
effet, les taux de réussite a la premiére 1A dées@oUl et 400 Ul, respectivement de 50% et
de 40 %, sont supérieurs a ceux des lots 500 BO@tUI, respectivement de 0% et de 10%.
Les résultats moyens de I'élevage disponibles tatmyiciel VET'ELEVAGE® indiquent un
taux de réussite a la premiére 1A de 29,2% sunkBanprécédant les expériences (01/04/2011
au 01/04/2012). Ainsi, le protocole de synchromsaties chaleurs CRESTAR 8@emble
avoir un effet bénéfique sur la réussite a I'lAslgw’il est utilisé sans eCG ou avec une dose
d’eCG de 400 UL.

Nos résultats sont cohérents avec ceux obtenusD@n. 2Is indiquent un taux de
gestation de 35,9% chez la vache Holstein synckéena I'aide de CRESTAR SQ@ssociée
a l'injection de 400 Ul d’eCG (Chicoineau, 2007n Eevanche, l'injection de 500 Ul ou de
600 Ul d’eCG au moment du retrait de I'implant degestomet parait avoir un effet négatif
sur le succes de I'lA. Des doses trop élevées d’'e@@raient altérer la fonction lutéale. En
effet, une expérience sur des génisses receveigsabrgion synchronisées avec un traitement
progestagene, avait montré un effet négatif deGestir le taux de gestation aux doses les
plus élévées (400 Ul et 600 Ul). L’hypothése avangmar les auteurs est qu’une
progestéronémie trop élevée, consécutive a I'éffetde I'eCG, aurait un effet défavorable
sur le taux de gestation (Nogueetal, 2004). Il est important de noter que la dose GeC
recommandée par MSD (figure 14) pour les vaché&gies de race Holstein est de 400 UI.

Néanmoins, d'autres auteurs ont montré une amébaralu taux de réussite a I'lA
avec I'eCG dans des protocoles de synchronisaties chaleurs avec un dispositif
progestagene. Chez la vache laitiere, les premexgériences datent des années 80 avec un
protocole hormonal proche de celui utilisé ici aelgse rajoute une injection de 5 mg de
valérate d’cestradiol au moment de la pose de lamiplLe taux de gestation obtenu alors était

de 65,4% avec I'emploi de 500 Ul d’'eCG au momentetwait de I'implant contre 59,6%
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sans eCG (Aguer, 1981). Souetal. (2009a) et Bryaret al. (2013) ont également mis en
évidence un effet positif de 'eCG utilisée a lsdale 400 Ul sur des vaches laitieres. Dans
les travaux de Souzet al. (2009a), le taux de gestation du lot traité a I'e€st de 33,8%
alors qu'il est de 28,9% dans le lot témoin. Lepé&iences de Bryaet al. (2013) ont porté
uniquement sur des vaches en ancestrus. 400 Ul d&p@&5 sept jours d’implant progestatif
ont permis d’améliorer la réussite des IA réaliséass les 7 jours suivant la fin du protocole
(36,0% pour les vaches traitées a I'eCG contre@@6ur les vaches témoins).

Une des difféerences entre les expériences prémxiencelle réalisée ici concerne le
moment d’injection des PGE2En effet, dans le protocole CRESTAR %€lassique, les
prostaglandines sont injectées deux jours avanettait de I'implant et I'injection d’eCG.
Dans les protocoles présentés par Satzal. (2009a) et Bryaret al. (2013), I'injection de
PGF21 est simultanée au retrait de I'implant progestatifa l'injection d’eCG. Ainsi |l
pourrait étre intéressant de tester un protocoleEEERAR S& remanié en avancant
linjection d'eCG de 48 heures. L'administratiore@G dans le protocole CRESTAR %@
lieu environ 48 a 72h avant I'ovulation. Or, 'eGBmule la production d’cestrogéenes via les
cellules de la granulosa. L’augmentation de la petidn d’oestrogénes induites par I'eCG
semble étre reliée a une augmentation des récsepdelH nécessaires a I'ovulation et a la
mise en place d'un corps jaune (Dorneles Tortoretlaal, 2013). L’administration plus
précoce d’'eCG pourrait permettre un effet pluscaffe sur la sécrétion des cestrogenes, sur la
croissance folliculaire et par conséquent sur laligu de l'ovocyte et du corps jaune.
Toutefois, l'utilisation d’'un protocole modifié néssiterait de repréciser le moment des
ovulations. D’une part pour vérifier la probableggocité du moment de l'ovulation par
rapport & un CRESTAR SCxlassique et d’autre part pour contréler le nomieedoubles
ovulations. En effet, lI'injection d’eCG avant laépence d’un follicule dominant de taille
supérieure a 10 mm pourrait induire le recrutendenplusieurs follicules.

On pourrait également décaler 'administration B€¥2x pour retarder la chute de
progestéronémie de 12 a 24h, et permettre aindéueloppement plus important du follicule
dominant. Ceci pourrait entrainer I'obtention d'ymus gros corps jaune, et donc une
progestéronémipost-ovulatoire plus élevée mais allongerait laéduwte la dominance, ce qui
pourrait avoir un effet néfaste sur la qualité’dedcyte (Austinet al, 1999).

Cependant, aux doses de 400 Ul (Puéiewl, 2013 ; Ferreirat al. 2013) et 600 Ul
(Ferreiraet al. 2013), on note une absence d'effet de 'eCG iggdimultanément aux
PGF2: sur le taux de gestation chez la vache laitieex @les effectifs respectifs de 68 et 145

pour les lots traités a 'eCG et 59 et 166 poutdesteémoins.
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Par ailleurs, Sale®t al, (2011) ont démontré l'efficacité de I'eCG admirége
simultanément aux PGE2e jour du retrait du dispositif progestatif sursdvaches allaitantes
en anoestrus, le taux de gestation obtenu est d@d062,3% pour le lot traité (150 vaches) a
'eCG contre 43,9% pour le lot témoin (153 vaches).

Il serait également intéressant de realiser ungeédugrande échelle qui comparerait
deux protocoles CRESTAR $Qun utilisant 400 Ul d’eCG au moment du retrait de
limplant, et I'autre sans eCG. On investigueraitsasur la variabilité des effets observes et
on conclurait sur l'intérét de I'eCG lui-méme, eistohguant les indications synchronisation

des chaleurs et induction de 'ovulation.

7. Concentrations hormonales

» 17B-cestradiol

Une récente synthese de Margh al. (2013) présente I'évolution temporelle des
valeurs usuelles en piestradiol chez la vache (figure 40). Concernawirlatique du 1f3-
cestradiol, dans notre étude, la comparaison digsetits lots ne montre pas d’effet majeur de
'eCG. Toutefois, il semblerait qu'a J11, soit leuj de l'ovulation pour la majorité des
individus, les vaches non traitées aient une cdra@on sérique plus basse que les autres.
Ceci peut probablement s’expliquer par la longumidge de 'eCG qui persiste dans le
plasma 4 a 6 jours aprées l'injection. On peut ssppgue par son effet FSH, I'eCG continue
a stimuler des follicules qui sont eux-mémes resables de la production defit@stradiol.

)

S
|

1

—
(X
|

1

o
1

®
T

o
|

'S
|

N N

10 15 20 25 30 35 40
t* (day from 1st LH peak)

~
|

1

E2* (scaled data in pg/ml)

o
]

=]
w

Figure 40 : Concentration plasmatique en 1p-cestradiol au cours d’un cycle cestral chez
la vache.D’apres Matrtinet al, 2013.

De plus, la concentration plasmatique erp-a@&stradiol au moment du pic pre-

ovulatoire est de I'ordre de 8 pg/mL d’aprés lategse de 33 publications (Martat al,
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2013 ; figure 39). Les concentrations obtenues datre étude sont plus élevés et varient de
8,2 a 23,6 pg/mL au moment du pic. Chez les vagh@gdes au terme des expériences, la
concentration sérique en [éestradiol au moment du pic atteint méme une mayeenl?7,7
pa/mL * 2,6. Cette différence importante entredesnées bibliographiques et les résultats
obtenus est probablement due a la technique degeloda 1Pp-cestradiol. Les données
bibliographiques présentent des concentrationsmaliques alors que les dosages de notre
étude ont été réalisés sur du sérum. De plus, rgtibm des publications, les concentrations
au moment du pic de pioestradiol sont tres variables, de 1,5 pg/mL (Cumseti al, 2012) a
13,3 pg/mL (Endoet al, 2012). La grande variabilit¢é des concentratioast pegalement
s’expliquer par le fait que le taux d’cestrogéneaseven fonction du métabolisme de I'animal ;
la concentration plasmatiques en cestrogenes dimmotemment chez les vaches laitieres
hautes productrices (Wiltbankt al, 2011) ou lorsque la vache est atteinte d’endateétr
(Sheldon et Dobson, 2004). Dans ce dernier caggdeef la diminution de la concentration
est due a une plus faible taille du follicule doamity or dans notre étude, la taille du follicule
dominant était comparable a celle présentée ddittlature. De plus, les vaches avaient des
niveaux de production raisonnables (moyenne de 88/fbur de lait produit), ce qui
n’explique pas une telle supériorité des concentratobtenues.

Pour terminer, on observe une tendance a une fphlis concentration en B7
cestradiol au moment du pic chez les vaches grayid&3 pg/mL = 2,6) par rapport aux
vaches finalement non gravides (15,2 pg/mL * 4B)emme des expériences. Ceci confirme

'amélioration du taux de gestation lorsque lassance folliculaire est maitrisée.

* Progestéronémie post-ovulatoire

Cinq jours apres l'ovulation, la progestéronémiashpas significativement différente
entre les lots ayant recu de I'eCG et le lot téméilhe est en moyenne de 2,2 ng/mL + 0,7
dans le lot témoin et de 2,4 ng/mL + 0,8 dans teeloG pour les vaches ayant ovulé. Les
valeurs obtenues cing jours apres l'ovulation smrhparables a celles présentées dans la
bibliographie qui varient entre 1 et 3 ng/mL (Mergt Diskin, 2008 ; Martiret al, 2013 ;
figure 4). Il aurait été intéressant de poursuiti&valuation des concentrations de
progestérone dans le temps au moins jusqu’a 15 jaost-ovulation. En effet, bien qu’elles
ne soient pas significatives, il semblerait quediéf@rences entre les lots traités a I'eCG et les
lots témoins soient plus importantes au-dela d@as post-ovulation (Souzst al, 2009a ;
Dorneles Torterellat al, 2013 ; Ferreiraet al, 2013). Cependant, seule la progestéronémie

précoce (entre J5 et J7) a un impact sur le dépelopnt et la survie de 'embryon (Dislen
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al., 2011). Nos résultats montrent que les vachesidgava |'cestrus induit avaient une
progestéronémie cing jours apres l'ovulation sigatfvement supérieure a celles non
gravides (2,69 ng/mL = 0,88 contre 2,09 ng/mL 560, figure 35).

1. Perspectives

La variabilité du moment de l'ovulation, le diameetdu follicule ovulatoire et la
progestéronémie post-ovulatoire sont les paraméirexipaux évalués aprés la mise en
ceuvre d’un protocole de synchronisation des chalaubase de norgestomet. L'emploi de
'eCG n'a eu aucun effet sur ces parametres. Aissicette molécule ne répond pas
entierement a la problématique posée (amélioradiortaux d’ovulation et réduction de la
variabilité du moment de I'ovulation nécessairesrpugmenter le taux de gestation), et dans
lattente d’études a plus grande échelle, d’autspBons pourraient étre proposées pour

améliorer la fertilité a I'oestrus induit.

1. Utilisation de I'hCG et de la GnRH pour la syncheation du moment de

I'ovulation

Lors d’'un protocole CRESTAR SOméme si la majorité des vaches ovule dans les
48 a 72h suivant le retrait de l'implant, il seraitéressant de réduire la variation de
lintervalle R-O afin de maximiser le taux de rétss I'lA. En effet, 'insémination est
réalisée a temps fixe, 48 heures apres le reditrdplant. Or, les meilleurs taux de gestation
sont obtenus lorsque l'insémination a lieu dand &heures précédant I'ovulation (Hoclkety
al.,, 2010). Une insémination trop précoce, entre 280ebheures avant I'ovulation, donne de
moins bons résultats (Blo&h al, 2006).

La folliculogenese terminale ne peut avoir lieulasence de FSH et le follicule
terminal acquiert des récepteurs a LH a partir e'taille de 9 mm (Monniaugt al, 2009).
L’apparition de ces récepteurs signifie que leidale est capable de se lutéiniser et
eventuellement d’expulser son ovocyte. Pour cetacdmplexe cumulo-ovocytaire doit
répondre a la LH et se mucifier. Afin d’'induire Valation sur une courte période, puisque
'eCG semble montrer des résultats inconstantsyd'stigation de d’autres molécules a effet
LH pourrait étre intéressante, telles que 'hCQaoGnRH.

L’hCG est I'équivalent chez 'humain de I'eCG |eskst produite durant la grossesse

et éliminée par voie urinaire. Elle agit chez lah& en se fixant sur les récepteurs a LH,
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permet une ovulation 28h aprés l'injection (Monmiad al, 2009) et a une demi-vie de 30h.
Elle est disponible dans une spécialité en FraBeORULON®, MSD).

La GnRH est un décapeptide facilement synthéesabimiquement qui a une durée
de vie de quelques minutes. Il en existe plusiag@nistes dans lesquels le remplacement
d’'un ou plusieurs acides aminés permet 'augmemntalie la demi-vie par rapport a celle de
I’lhormone naturelle (Caratgt al, 2001). Plusieurs analogues sont disponibles eblotenus
une AMM chez la vache en France: la gonadorélime, produit de synthése, mais
chimiquement identique & I'hormone naturelle (ACB®O Zoétis ; CYSTORELINE,
CEVA ; FERTAGYL®, MSD), la léciréline (REPRORELINE Vétoquinol), et la buséréline
(RECEPTAL®, MSD ; BUSOL®, Biové). L'injection de buséréline entraine ungmentation
des concentrations sanguines en LH pour une deréé @énviron (De Rensét al, 2010). Le
pic de LH est atteint entre 30 min et 3h aprégdition selon I'agoniste de la GnRH utilisé
(Souzaet al, 2009b ; Merleet al, 2013). La principale différence entre la buséetlila
Iéciréline et la gonadoréline concerne le pic de;UB gonadoréline induit un pic de LH
d’amplitude significativement inférieure a ceuxuiitd par la buséréline et la léciréline (Merle
et al, 2013).

Les efficacités de la GnRH et de I'hnCG ont été parées. Chez des génisses Holstein
présynchronisées par les P@FPensemble des animaux a ovulé dans les 24 @482k sans
différence significative observée entre les delaitdaments. Cependant, I'absence de lot
témoin ne permet pas d’évaluer I'efficacité intégee de 'hCG et de la GnRH (Aslahal,
2011). L'hCG a également montré son efficacité dansynchronisation et I'induction de
I'ovulation dans des protocoles de type OvsynchRBra JO, PGR2a J7, GnRH a J9, IA a
J10). Apres le remplacement de la seconde GnRide#hCG, les taux de gestation restent
identiques. Il semblerait que I'injection simultende benzoate d'cestradiol et ’'hCG (entre
250 et 750 Ul), 12 heures apres un traitement @ dad?GFa chez des vaches avec un corps
jaune mature, permette de raccourcir la durée mmeyerapparition de I'cestrus et augmente
la précision de la synchronisation de I'ovulatibogez-Gatiuset al, 1989, 2000). Lors de ce
protocole, les cestrus sont apparus entre 30 etafpdbs l'injection de PGFR2 ce qui
correspond au délai observe lors de protocoles @vsyCependant, le benzoate d’cestradiol
est interdit en France depuis 2006 (directive eeéeope 2003/74/CE).

Ainsi, l'efficacité de la GnRH et de I'hCG sembieidentiques pour induire
l'ovulation. Cependant, 'hCG agit directement diavaire alors que la GnRH stimule

I'hypophyse. Cette différence prend de I'importamans les cas ou la production de LH
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endogene pourrait étre insuffisante, par exemplecas de déficit énergétique, lors d’'un
processus infectieux ou en cas de boiterie (Wetisth, 2011).

Des précautions sont tout de méme a prendre araplbi de 'hCG car, tout comme
pour 'eCG, cette molécule de haut poids molécelpgut induire des réactions immunogenes
suite a une utilisation répétée chez les bovinsrffanoet al, 2012). A titre d’exemple, chez
le chat, il est conseillé d’attendre au moins 4svatre deux injections successives d’'hCG
(Swansonet al, 1996). Chez la jument, des anticorps anti-hCG également été mis en
evidence et peuvent persister plusieurs mois. Néargnles juments possédant des anticorps
anti-hCG restent capables d’ovuler (Roseal, 1979).

Par ailleurs, le prix de ces hormones est plugéétpie celui de I'eCG. En effet, une
administration de 10ug de buséréline (RECEPTAMSD) revient & environ & 10,7€ HT
(Catalogue Centravet, 2013) et une administrationC@ a la dose de 1500 UI
(CHORULON?®, MSD) colite environ 12€ HT.

2. Utilisation d’'cestrogénes et de FSH pour stimulertassance folliculaire

Il existe une corrélation entre la taille du foliile ovulatoire et la taille du corps jaune
mis en place suite a l'ovulation (Vasconceles al, 2001), et par conséquent la
progestéronémie post-ovulatoire (Santets al, 2001). C’est pourquoi l'obtention d'un
follicule ovulatoire de taille suffisante est uémlent clé pour améliorer la survie ultérieure de
'embryon. De plus, stimuler la croissance follaminé pourrait aussi permettre de mieux
controler le moment de I'ovulation.

Les cestrogenes ont une efficacité démontrée ssyrlehronisation de la croissance
folliculaire (Diskin et al, 2002) mais ils ne sont plus autorisés dans I'briimuropéenne
depuis 2006. Avant cette date, ils étaient clagsignt utilisés au début des protocoles a base
de progestagenes. lls ont été remplacés depuideplar GnRH dans le protocole CRESTAR
SO® et les taux de gestation n'ont pas été altéréscpachangement (Beffara, 2007 ;
Chicoineau, 2007 ; Picard-Hagenal, 2008). Notons que dans les protocole PRIDEVA)
et CIDR® (Zoétis), le benzoate d’cestradiol qui permettaitdntroler les vagues folliculaires
n'a pas été substitué.

La FSH est classiquement utilisée dans les teaksigle superovulation mais son
utilisation a également été envisagée au cours rdogoles a base de progestagenes.
Cependant, Salet al. (2011) n’'ont démontré aucun effet de cette gorragote lorsqu’elle
est injectée simultanément aux PGKhez des vaches allaitantes en ancestrus. Friedinan

al. (2010)ont indiqué que I'administration de faibles dosed=&H lors de I'émergence d’'une
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vague folliculaire au cours d’un cycle cestral paitravoir un effet bénéfique sur la follicule
ovulatoire et sur la qualité de I'ovocyte. En effgien que les follicules soient plus sensibles a
la LH apres le processus de déviation, des réceptela FSH sont aussi présents sur les
follicules dominants supérieurs a 10 mm (Hamgbal, 2004).

Les spécialités ayant une AMM en France pour ligtitbn de la superovulation
(PLUSET®, Qalian; STIMUFOIP, Reprobiol ; FOLLTROPIN®, Bioniche)contiennent
généralement de la LH et de la FSH porcines. Umeirastration de ces spécialités a des
doses quatre fois plus faibles (Friedmah al, 2010) que celles utilisées lors de
superovulation pourrait également avoir un intéegts le soutien de la croissance folliculaire
et dans l'induction de I'ovulation. Cependant, End-vie des hormones contenues dans ces
produits est trés courte et leur prix est élevéallt compter environ 22 euros pour une

injection de PLUSE" & un quart de la dose indiquée pour la superooulati

3. Effets sur la progestéronémie post-ovulatoire

L’hCG peut augmenter la progestéronémie selon deésanismes. D’une part, elle a
un effet direct sur le corps jaune principal etuifa part, elle induit la formation de corps
jaunes secondaires. L'injection d’hCG au momenitldeaugmente la progestéronémie post-
ovulatoire pendant deux a trois semaines (De Remsis 2010).

La GnRH exerce des effets similaires. Cependartohps jaune formé aprés une
ovulation induite par la GnRH n’est pas pleinemfamictionnel. Ainsi, les concentrations
plasmatiques en progestérone sont supérieures @apeas/ulation induite a I'hCG par rapport
a une ovulation induite par la GnRH. En effet, lIdien protocole Ovsynch remanié (GnRH a
JO, PGF2 a J7, hCG a J9, IA a J10), la progestéronémie mdesuJ3, J6 et et J9 post-IA est
supérieure a celle mesurée lors d'un protocole Ausyclassique avec deux GnRH (De
Rensiset al, 2008 ; figure 41).
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Figure 41 : Progestéronémie dans les jours suivant I'lAComparaison entre un protocole
Ovsynch classique (GPG) et un protocole Ovsynclanénou la seconde injection de GnRH
est remplacée par de I'hCG (GPH) a la dose de BB00= différence significative. D’apres
De Rensist al, 2008.

4. Etdans l'avenir ?

Chez I'Homme, 'hMG (human Menopausal Gonadotrppast utilisée dans le
traitement de l'infertilité. Les premieres investigns chez les bovins datent de 1982 et
concernent son utilisation dans les protocolesugersvulation a la dose de 600 Ul (Lawta
al., 1982). Cette hormone a une forte action FSH etftet LH plus faible selon un rapport
2/1 (Sugancet al, 2001). Il pourrait étre intéressant de la testans des protocoles de
synchronisation des chaleurs a des doses plusedaiue celles utilisées lors de la
superovulation, selon le méme principe que I'empdi’eCG. Cependant, le colt important
de cette hormone limite son développement chebdems. En partant du principe que la
dose nécessaire a I'ovulation est cinq fois plildldaque celle nécessaire a la superovulation,
le colit de 120 Ul d’hMG injectable (MENOPUR 75)tevient & environ 180 euros (Vidal,
2014).

Plus récemment, le peptide KISS-1 ou kisspeptideéalécouvert et identifié€ comme
étant un acteur majeur dans le mécanisme de rétrot® des stéroides sur la libération de
GnRH (Monniauxet al. 2009). Ce peptide parait avoir un effet LH biapé&ieur a son effet
FSH (Okamureet al, 2013). Chez la brebis, en saison de reproducliofection de cette
molécule apres le retrait d’'un implant progestpfmet de déclencher I'ovulation dans les
deux heures (Caraftgt al, 2007). Néanmoins, des résultats similaires né¢ gas retrouves

chez la jument ou l'induction de I'ovulation n’gsds permise par le kisspeptide (Caettal,
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2012). L'emploi de kisspeptide pourrait étre un veduoutil dans la maitrise de la
reproduction chez les animaux domestiques. Cepénalacune étude n’'a encore été réalisée
concernant l'induction de I'ovulation chez les b De plus, le kisspeptide a une durée
d’action tres rapide, son utilisation dans le cadesla recherche se fait sous forme de
perfusion. Une utilisation « terrain » nécessitdeacréation d’'une formulation longue action,
ou la mise au point d’un agoniste sur le méme neodak les agonistes de la GnRH. Cette
thématique est actuellement un domaine de rechémghertant, notamment pour l'industrie

pharmaceutique (Driancourt, 2014).
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CONCLUSION

Dans les conditions terrain de notre expériencetérét de I'eCG n’'a pas éte
démontré dans le cadre d’un protocole CRESTAR.9Mtre étude n’a montré aucun effet
de la choriogonatropine équine sur la variabiliténgdbment de I'ovulation, sur le diametre du
follicule ovulatoire ainsi que sur la progestéerom@post-ovulatoire. Il semblerait méme que
les concentrations de 500 Ul et 600 Ul ne soientguaptées aux vaches laitieres en lactation.
En revanche, le taux de réussite a I'l|A obtenu dasdots 0 Ul et 400 Ul est supérieur au
taux moyen de I'élevage, ce qui suggere une plasdg efficacité du protocole CRESTAR
SO® par rapport & I'insémination sur chaleurs sporeand serait intéressant de quantifier
économiquement le prix d’un protocole CRESTAR®Sfar rapport & la perte engendrée pour
I'éleveur par les IA non fécondantes et par coneggypar I'augmentation de lintervalle
vélage — vélage.

La réalisation d’'une étude a grande échelle compataux protocoles CRESTAR
SA® est prévue ('un utilisant 400 Ul d’eCG au moment retrait de I'implant, et l'autre
n’utilisant pas d'’eCG) pour évaluer la variabildés effets observés et conclure sur l'intéret
de I'eCG elle-méme. Méme si l'efficacité de I'eCGt dinalement aveérée, il resterait
intéressant de comparer les efficacités relatieesalG, 'hCG et de la GnRH. En effet, la
GnRH est une molécule plus polyvalente que les d@boxiogonadotropines et de production
industrielle plus simple. Si la GnRH se révélaitraoins aussi efficace que I'eCG ou I'hCG
dans les protocoles d’induction et de synchrorosatdes chaleurs chez la vache, la

production et la commercialisation de ces deuxideza pourraient étre arrétées.
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SABY Claire

Intérét de I'eCG dans le contréle du moment deulation dans un protocole a base de progestagenes
chez la vache laitiere.

La fertilité des vaches laitieres est limitée pardifficulté de détection des chaleurs, une forte
variabilité du moment du I'ovulation et une hypogestéronémie post-ovulatoire. Les protocoles de
synchronisation des chaleurs permettent d'appotuee solution. L'eCG (equine Chorionic
Gonadotropin), hormone a action LH et FSH, utiliséefin de protocole progestagen, est susceptible
d’augmenter le taux d’ovulation, de raccourcirdaétre d’ovulation et finalement d’améliorer lexau
de gestation.

Quatre dosages différents d’eCG (0, 400 Ul, 500800 Ul) ont été comparés au cours d’'un protocole
CRESTAR SG@ (implant auriculaire de norgestomet, progestagéktSD, Beaucouzé, France).
Quarante vaches ont été sélectionnées dans un éiéuwage. Les taux d’ovulation obtenus ont été de
90%, 70%, 62,5%, 90% et les taux de gestation aléd380%, 40%, 0%, 10% respectivement pour les
lots sans eCG, 400 Ul, 500 Ul, 600 Ul. L'eCG n’a paodifié de fagon significative la précision du
moment de 'ovulation, le diamétre du follicule ¢stoire ou la progestéronémie post-ovulatoire.

Dans les conditions de I'expérience, I'intérét ¢sClG n’est donc pas démontré au cours d'un
protocole CRESTAR SO L'utilisation des dosages de 500 Ul et 600 Ul Bemnméme déconseillée
chez la vache laitiere. Une étude a grande écheligparant deux protocoles CRESTAR “S@n
utilisant 400 Ul d'’eCG au moment du retrait de pilent, et l'autre n’utilisant pas d'eCG serait
pertinente pour investiguer sur la variabilité éffets observés et conclure sur l'intéret de I'eldiz
méme.

Mots-clés : eCG, PMSG, synchronisation de I'ovalativache laitiére, follicule, cestradiol, progesiér

Interests of eCG in the control of ovulation timinga progestagen-based protocol in dairy cows.

Fertility of dairy cows is limited by the difficulbeat detection, a high variability of the timinf o
ovulation and low post-ovulatory levels of plasmagesterone. The estrus synchronization protocols
are considered as efficient tools for reproductivenagement. The eCG (equine Chorionic
Gonadotropin) hormone, combining LH and FSH adésit when injected at the end of the
progestagen protocol, could increase ovulation, rateorten the ovulation time window and
consequently improve the pregnancy rate. The effecfour different doses of eCG (0, 400 U, 500
IU, 600 IU) were compared in a CRESTAR %@otocol (ear implant of norgestomet, progestagen,
MSD, Beaucouzé, France). Forty cows from the saene Were included in the trial. According to the
eCG dose (O 1U, 400 1U, 500 1U, 600 1U), ovulatiates after the protocol were 90 %, 70 %, 62.5 %,
90 % and pregnancy rate at day 30 were 50%, 40 %, Q0 % respectively. The eCG did not
significantly modify either the time window of owation, ovulatory follicle diameter, or post
ovulatory levels of plasma progesterone. Undedfeeinditions of our experiment, the interest of eCG
was not demonstrated in a CRESTAR®3®@otocol. The use of doses of 500 IU or 600 IUreveuld

not be recommended in dairy cows. A large-scaldystomparing two CRESTAR SO protocols,
without or with 400 IU eCG at the time of implammoval, would allow evaluating the interest of
eCG in the estrus synchronization protocols.

Keywords : eCG, PMSG, synchronization of ovulatidairy cow, follicle, estradiol, progesterone



