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INTRODUCTION



Introduction

      La réussite de la reproduction est primordiale pour la rentabilité économique de

l’élevage, elle constitue un préalable indispensable à toute production. La première clé de

cette réussite est une bonne observation des chaleurs par l’éleveur afin d’inséminer la vache

au moment optimal ainsi mettre à la reproduction des femelles prêtes à reproduire et ceci le

plus tôt possible et le plus longtemps possible.

      Les voies génitales féminines jouent un rôle vital dans la reproduction en assurant la

fécondation et le développement embryonnaire précoce. Les spermatozoïdes lors de leur

remonté dans ces voies  sont exposés séquentiellement à un environnement variable qui assure

leur  hyperactivation et maturation finale, aussi appelé capacitation.

 Ces voies génitales fournissent des filtres biologiques pour sélectionner les

spermatozoïdes les plus aptes à féconder et régulent le moment et la façon dont ces cellules

spermatiques atteindront le site de la fécondation. L’   environnement féminin doit être donc

capable de contrôler d’une   façon coordonnée et progressive les modifications fonctionnelles

des spermatozoïdes qui garantiront leur potentiel fécondant.

Plusieurs études ont  décrit le rôle de la glaire cervicale sur la fertilité chez la vache

laitière [Ježková et al., 2008]. Par ailleurs, un désordre quantitatif ou  qualitatif de la glaire

survenant lors du l’œstrus apparait comme une des  causes de  diminution de la fertilité

[Kumaresan et al., 2009].

      A  cet  effet,  notre  contrubition  à  travers  ce  travail  s’inscrit  dans  le  cadre  d’étude  des

propriétés biologiques des sécrétions cervicales collectées quelques minutes avant

l’insémination artificielle et à ses implications dans la fonction de la reproduction.

      Dans un premier temps, à travers une étude bibliographique, nous rappellerons les

grandes lignes de l’endocrinologie du cycle œstral de la vache laitière non gravide, les

différents traitements  de synchronisation en rappelant les  moyens de détection des chaleurs

les plus utilisés, et enfin nous étudierons les propriétés biologiques de la glaire cervicale.

La seconde partie, rapporte les techniques expérimentales qui consistent à comparer

l’effet  des  traitements  de  synchronisation  sur  les  différents  paramètres  de  la  glaire  et  la

relation entre ces derniers et la fertilité chez la vache à oestrus naturel et synchronisé.



PARTIE THÉORIQUE



CHAPITRE I

ASPECTS ENDOCRINIENS

DU CYCLE ŒSTRAL
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      L’équilibre des mécanismes contrôlant la reproduction repose sur une relation

permanente entre le système nerveux central et les gonades, relation assurée par les

hormones gonadotropes et stéroïdiennes [Chemineau et al., 1996]. Chez la vache et

d’autres mammifères, la fonction de l’ovaire est de produire à chaque ovulation un ou

plusieurs ovocytes fécondables et de créer un environnement hormonal propice au

démarrage éventuel d’une gestation.

Au sein de l’ovaire, deux processus de développement étroitement imbriqués :

l’ovogenèse et la folliculogenèse, déterminent le nombre et la qualité des ovocytes

produits. Après l’ovulation il ya formation d’un corps jaune ; qui  sécrète de la

progestérone. Finalement la lutéolyse se produit sous l’action de la prostaglandine F2

(PGF2 )  secrétée par l’utérus et un nouveau cycle débute [Wiltbank et al., 1995 ; Weems

et al., 1995 ,2006 ].

I. 1. Folliculogenèse et ovulation

Le développement des follicules ovariens, ou folliculogenèse, est un processus

continu commence au démarrage de croissance du follicule primordial et se termine par la

dégénérescence (ou atrésie) de plus de 99% des follicules en croissance à l’ovulation

[Fiéni et al., 1995 ; Hanzen et al., 2000 ; Monniaux et al., 2009] . Cette dernière  étape ne se

produite que si les caractéristiques endogènes (développementales, hormonales,

métaboliques) de l’individu et son e

nvironnement le permettent (saison, nutrition, interactions sociales).

      La durée totale du développement folliculaire chez la vache pubère  selon Drion et

al. (1996) est  5 mois, et il ne concerne que 10% du stock folliculaire ; le reste de ce stock

diminue au cours de la vie de l’animal [Hanzen et al., 2000]. D’après plusieurs auteurs,  le

développement des follicules jusqu’à l’apparition de l’antrum est très lent et représente au

moins 75% de la durée totale du développement folliculaire [Monniaux et al., 1997 ;

McGee et Hsueh., 2000].

Par contre, celui  des follicules à antrum, plus rapide, est cependant plus long que

la durée d’un cycle sexuel pour toutes les espèces de mammifères, il dure 22 à 42 jours

chez la vache [Monniaux et al., 2009].
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D’un point de vue fonctionnel, le développement folliculaire peut se subdiviser en

deux phases successives : la folliculogenèse basale (non gonado-dépendante) à croissance

continue de plusieurs mois et la folliculogenèse terminale (gonado-dépendante) à

caractère cyclique [Fieni et al., 1995 ; Mialot et al., 2001 ; Monniaux et al., 2009] (Figure 1).

Figure 1.Principales étapes du développement folliculaire et de la maturation ovocytaire
[Monniaux et al., 2009].

I. 1. 1. Folliculogenèse basale

       Elle se déroule apparemment normalement en l’absence de FSH selon un mode

paracrine [Kumar et al., 1997].  Selon Monniaux et al. (1997), le développement folliculaire

se poursuit jusqu’à une taille limite caractéristique de chaque espèce, variant de 0,2 mm

chez les rongeurs à 10 mm chez la jument, 3-4 mm chez la vache. Néanmoins, le rôle

modulateur de quelques facteurs endocriniens mérite d’être signalé.

En  premier  lieu,  l’AMH,  sécrétée  par  les  cellules  de  granulosa  des  follicules  en

croissance (mais pas des follicules primordiaux), joue un rôle déterminant de «gardien»

de la réserve ovarienne [Durlinger et al., 1999]. Ainsi FSH et LH, l’insuline et l’IGF1 sont

capables de stimuler le développement folliculaire [Mazerbourg et al., 2003].
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La croissance et l’atrésie des plus petits follicules sont donc peu dépendantes des

gonadotropines et de leurs variations cycliques, mais ces hormones modulent

probablement les capacités de synthèse et la maturation des cellules de la granulosa

[Thibault et Levasseur., 2001]. D’autres facteurs, d’origine ovocytaire et somatique jouent

un rôle dans le développement des plus petits follicules [Ennuyer., 2000 ; Lucy  et al., 2001

; Monniaux et al., 2009] .

      Une fois les follicules primordiaux formés, certains vont démarrer leur croissance

immédiatement et d’autres vont attendre, pendant plusieurs mois ou plusieurs années. La

nature du signal de démarrage n’est pas encore connue, plusieurs facteurs ovocytaires

(NOBOX, LHX8, SOHLH1 ou SOHLH2, FOXO3) [Castrillon et al., 2003, Choi et

Rajkovic.,  2006 ;  Pangas et al., 2006 ; Reddy et al., 2008] et/  ou  somatique  (KITLG ,

BMP4) [Huang et al., 1993 ; Klinger et De Felici., 2002 ; Nilsson et Skinner., 2003] semblent

jouer un rôle important dans le démarrage de la croissance des follicules primordiaux.

      Les principales régulations du développement folliculaire basal sont schématisées

dans la figure 2.

Figure 2. Régulation du développement folliculaire basal [Monniaux et al., 2009].
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I. 1. 2.  Folliculogenèse terminale

Par définition, le développement folliculaire terminal est strictement dépendant de

la présence de gonadotropines, et particulièrement de FSH qui en est le chef d’orchestre.

Outre les gonadotropines, les principaux régulateurs de la croissance folliculaire

terminale sont  de  nombreux facteurs, d’origine locale ou endocrine (facteurs de

croissance, matrice extracellulaire, protéases, stéroïdes) agissent en synergie avec les

gonadotropines pour réguler son déroulement et  sensibilisent les follicules à FSH [McGee

et Hsueh., 2000].  Ensuite,  la  dominance  du  follicule  préovulatoire  est  assurée  par  la  LH,

hormone à laquelle ce follicule est progressivement devenu hypersensible et qui prend le

relais de la FSH [Monniaux et al., 2009].

 La taille folliculaire où apparaît la dépendance est de 3 mm chez la vache

[Thibault et Levasseur., 2001 ; Monniaux et al., 2009]. Cette croissance finale se déroule

sous forme de vagues folliculaires [Ennuyer., 2000 ; Thibault et Levasseur., 2001 ;

Chastant-Maillard et al., 2002 ].

Chez la vache, il y a une à quatre vagues, le plus souvent (dans 95% des cas)  deux

ou trois vagues [Fiéni et al., 1995; Ennuyer., 2000 ; Diskin et al., 2003].  Plus précisément,

les vagues débutent à J2, J8 et J14 pour des cycles à 3 vagues (J0 correspondant à

l’ovulation). Elles apparaissent à J2 et J11 pour des cycles à 2 vagues [Lucy  et al., 2001].

Figure 3. Croissance folliculaire par vague au cours du cycle œstral chez la vache (J0 étant
l’ovulation [Ennuyer., 2000].
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Dans toutes les espèces, la vague de développement folliculaire terminal qui

aboutit à l’ovulation démarre au moment de la lutéolyse, l’ovulation ayant lieu en fin de

phase folliculaire du cycle sexuel. La jument présente la particularité de pouvoir ovuler

également pendant la phase lutéale du cycle [Thibault  et Levasseur., 2001]. Chaque vague

folliculaire comporte trois phases :

Phase de recrutement

Tous les follicules gonado-dépendants présents dans les ovaires entrent alors en

croissance terminale « recrutement » [Ennuyer., 2000 ; Thibault et Levasseur., 2001]. Ils

forment une « cohorte » qui comprend plusieurs follicules de taille et de sensibilité

différente aux gonadotropines. La croissance folliculaire terminale commence à un

diamètre de 2 à 5 mm [Ennuyer., 2000; Driancourt et al., 2001 ; Mialot., 2001].

 Le recrutement coïncide avec l’apparition d’une activité aromatase dans la

granulosa  qui perdent progressivement leur activité de prolifération et de synthèse

d’AMH, et  se  différencient  en  cellules  stéroïdogènes  par  l’augmentation   de  la  synthèse

d’oestradiol à partir des androgènes d’origine thécale. Simultanément, ces cellules de

granulosa deviennent sensibles à LH (apparition et augmentation brutale des récepteurs de

LH) [Monniaux et al., 2009].

Phase de sélection

Cette phase ne concerne que quelques follicules (de 1 à 3 en général) [Ennuyer.,

2000]. Ainsi, au début de la phase folliculaire du cycle sexuel, le dialogue ovaire/axe

hypothalamo-hypophysaire met en jeu plusieurs follicules. Progressivement, la petite

«avance» dont pourrait bénéficié un follicule par rapport aux autres s’amplifie. Ce dernier

instaure alors une sorte de dialogue privilégié en secrétant de plus en plus d’oestradiol, ce

qui a pour conséquence une diminution importante des teneurs en FSH, qui provoque

l’atrésie des follicules de la cohorte [Driancourt et al., 2001].

Le follicule dit «dominant» ne souffre pas quant à lui de cette baisse des teneurs

en FSH, puisqu’il induit, par rétroaction positive cette fois [Ennuyer., 2000], via

l’oestradiol, une forte augmentation de la fréquence des pulses de LH à laquelle il devient

hypersensible, grâce à la très forte expression de récepteurs de LH dans ses cellules de

granulosa. La croissance terminal de ce follicule dominant est explosive : de l’ordre de 5-

6 mm par jour [Fiéni et al., 1995].
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Figure 4. Régulation de la sélection et du développement terminal du follicule ovulatoir pendant
la phase folliculaire du cycle ovarien chez une espèce mono-ovulante [Monniaux et al., 2009].

Phase de dominance

Il s’agit de la phase LH dépendante. En effet le devenir de follicule dominant dépend

de la fréquence et l’amplitude de la décharge LH. On a ainsi deux cas de figure :

Atrésie de ou des  follicules dominant : si un corps jaune est présent dans l’ovaire,

la progestérone exerce un rétrocontrôle négatif sur l’hypothalamus. Les pulses de LH

n’ont alors lieu que toutes les 3 à 4 heures, ce qui est responsable de la perte de

dominance. Après une phase statique d’environ 6 jours, le follicule dominant s’atrésie : la

vague folliculaire était non ovulatoire. Une nouvelle vague folliculaire émerge alors [Lucy

et al., 2001].

Ovulation de ou des  follicules dominants : L’augmentation de la LH endogène

apparaît le plus souvent sous la forme d’un «pic» de très forte amplitude tous les heures

[Ennuyer., 2000], qui induit, dans les heures qui le suivent, la rupture du follicule

ovulatoire et la libération de l’ovocyte dans l’oviducte. Seuls les follicules qui expriment

de nombreux récepteurs de LH à la surface des cellules de granulosa sont capables

d’ovuler en réponse au pic préovulatoire de LH [Mialot., 2001].  Cette dernière, se fixe sur

ses récepteurs au niveau des cellules folliculaires (granulosa murale et thèques) qui

répondent  à  ce  signal  par  la  régulation  de  l’expression  de  plusieurs  gènes,  et  le

transmettent ensuite aux cellules du cumulus et à l’ovocyte (Figure 4).
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 Les deux ovaires communiquent entre eux via la sécrétion d’inhibine et

d’oestrogènes dans la circulation générale et se comportent comme un seul organe. Il faut

signaler  que 60% des ovulations ont lieu sur l’ovaire droit [Lucy  et al., 2001].

I. 2. Formation et évolution d’un corps jaune

C’est par des transformations morphologiques et fonctionnelles (lutéinisation) des

cellules  de  la  thèque  interne  et  de  la  granulosa  du  follicule  ovulant  que  se  constitue  le

corps jaune [Weems et al., 2006]. Cette  lutéinisation  coïncide avec une augmentation très

importante de la sécrétion de progestérone [Thibault  et Levasseur., 2001].

Cet organite contient des grandes cellules issues de la granulosa et des petites

provenant de la thèque interne,  elles présentent les caractéristiques des cellules

stéroidogènes [Drion et al., 1996 ;Thibault et Levasseur., 2001] . Les  grandes cellules

lutéales représentent environ 30% des cellules du corps jaune, secrètent environs 70% de

progestérone sans stimulation de la LH (lutéinisin Hormone) [Weems et al., 2006].

 Chez les ruminants, ces  cellules possèdent un grand nombre de granules

sécrétoires denses, dans les zones proches de la membrane plasmique. L’ocytocine et la

relaxine ont été mises en évidence dans certains de ces granules [Fiéni et al., 1995 ;

Thibault et Levasseur., 2001]. Les petites cellules lutéales, de diamètre inférieur à 20 µm,

représentent environ 70% des cellules du corps jaune, mais secrètent environs 30% de

progestérone sous contrôle de la LH [Niswender et al., 1994].

Les petites et grandes cellules stéroidogènes représentent environ 50% des

cellules  du  corps  jaune,  qui  comporte  également  des  cellules  vasculaires  et  des  cellules

conjonctives [Thibault  et Levasseur., 2001].

D’après Fiéni et al. (1995),  l’évolution  du  corps  jaune  chez  la  vache  se  réalise  en

trois temps :

Une période de croissance (4 à 5 jours,) au cours de laquelle il est insensible aux

prostaglandines F [Weems et al., 1995 ; Wiltbank et al., 1995 ] ;

Un temps de maintien d’activité (8 à 10 jours) (il atteint alors un diamètre minimal

de 20 mm en fin de croissance) ;
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En fin de phase lutéale, seule les petites cellules continuent à produire de la

progestérone.

Les grandes cellules s’orientent vers la production d’ocytocine, sous l’effet

l'oestradiol folliculaire, qui se fixe sur les récepteurs utérins, provoquant ainsi la synthèse

et la libération de prostaglandines, provoquant ainsi la lutéolyse du corps jaune vers le

17ème jour du cycle. [Weems et al., 2006].

 La PGF2  conduit à l'arrêt du fonctionnement du corps jaune mais non sa

destruction physique ; il reste apparent jusqu’au cycle suivant  sous forme de corpus

albicans. La concentration en progestérone chu te, il y a levée du rétrocontrôle négatif sur

l'axe hypothalamo-hypophysaire et une nouvelle décharge d'hormones gonadotropes

apparaît permettant une nouvelle croissance folliculaire [Christenson et al., 1994].

S'il y a fécondation et formation d'un fœtus, le trophoblaste produit aux alentours

du 15ème jour de gestation de la trophoblastine qui inhibe la production de PGF2 . Le

corps jaune devient alors gestatif et producteur de progestérone. Celle-ci inhibe le

relargage de FSH et donc tout cycle potentiel [Christenson et al., 1994 ; Thatcher et al.,

2001].



CHAPITRE II

SYNCHRONISATION ET DÉTECTION

DES CHALEURS
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La maîtrise de la reproduction est devenue une nécessité en élevage bovin laitier.

Elle  est  primordiale  notamment  pour  la  rentabilité  économique  de  l’élevage  laitier  :

réalisation de l’objectif d’un veau par vache et par an, planification des vêlages pour

remplir le quota laitier annuel, diminution des frais d’insémination ou de traitement en cas

d’échec à la mise à la reproduction.

La  première  clé  de  cette  réussite  est  une  bonne  observation  des  chaleurs  par

l’éleveur afin d’inséminer la vache au moment optimal [Seegers et al., 2010]. Cette activité

chronophage, pour être efficace, passe par une bonne expression des chaleurs par les

vaches. Or dans les troupeaux laitiers modernes, cette expression est devenue plus frustre

et les éleveurs accordent de moins en moins de temps à leur détection.

Les traitements de synchronisation des chaleurs permettent de s’affranchir de cette

détection, de regrouper la venue en chaleur d’un groupe d’animaux et d’inséminer à

«l’aveugle». En plus d’intervenir au niveau du troupeau, ils permettent d’induire des

chaleurs chez des vaches en anoestrus, c'est-à-dire non cyclées.

II.  1. Synchronisation des chaleurs chez la vache laitière

           De nombreuses hormones utilisées seules ou associées, permettent de synchroniser

et parfois d’induire l’ovulation afin d’obtenir une fécondation en inséminant sur chaleurs

observées ou à l’aveugle à des moments bien précis après l’arrêt du traitement. Le

principe utilisé dans les deux  méthodes de synchronisation repose sur la physiologie du

corps jaune.

II. 1.  1.  Méthode par lutéolyse rapide

II. 1. 1.  1. Traitement à base de prostaglandine F2  seule

Cette méthode utilise de la prostaglandine F2  ou ses analogues (exemple :

cloprosténol, luprostiol …). La PGF2  est synthétisée chez les bovins par les cellules de

granulosa [Bridges et Fortune., 2003], cellules lutéale [Weems et al., 1998, 2002] et

principalement par l’utérus (endomètre) [Thatcher et al., 1995].  Cette molécule  joue

plusieurs rôles : affecte l'ovulation [Randel et al., 1996] ; la lyse du corps jaune [Gipoulou

et al., 2003] ; maintient  la gestation [Banu et al., 2003] ; la parturition [Challis et al., 2000 ;
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Taverne et al., 2001] ; intervient dans la  physiologie de postpartum [Velez et al., 1991 ;

Randel et al., 1996].

Ces substances ont été employées  pour la synchronisation de l'œstrus seule  ou avec

des progestérones,  œstrogènes, et gonadolibirines hormones (GnRH) [Diskin et al., 2001

;Driancourt., 2001 ; Ahmadi et al., 2007].

L’action lutéolytique de la PGF2  n’est possible qu’entre J5 et J17 du cycle

sexuel (J0 correspondant à l’ovulation), période où le corps jaune est sensible à cette

substance [Grimard et al., 2003] ,  suite  à  la  présence  des  récepteurs  membranaires  à

PGF2 [Sakamoto et al., 1995 ; Wiltbank et al., 1995 ; Tsai et al., 2001].

 Cette interaction provoque une inhibition d’une lipoprotéine responsable du

transport du cholestérol intracellulaire, origine de  la synthèse des hormones stéroïdiennes

dont la progestérone [Rodgers et al., 1995 ; Niswender et al., 2000] et par conséquence la

diminution de la progestéronémie [O’Shea et McCoy., 1988]. Ce qui provoque une

augmentation de  la fréquence des pulses de LH [Ziecik et al., 2001 ; Ziecik., 2002 ; Stepien

et Ziecik., 2002], ainsi une élévation significative de la sécrétion d’œstradiol par le

follicule dominant, l’apparition de l’œstrus et l’ovulation [Ennuyer., 2000].

Figure 5. Protocole de synchronisation des chaleurs à base de prostaglandine F2

[Grimard et al., 2003].

Au vu des connaissances sur la dynamique de la croissance folliculaire (souvent

deux vagues pour les vaches et trois pour les génisses),  les protocoles de synchronisation

conseillés selon plusieurs auteurs [Stevenson et al., 1999 ; Jemmeson., 2000 ; Hanzen et al.,

2003] comprennent-ils 2 injections à 11-14  jours d’intervalle ,génisses et  vaches

respectivement. La plupart des animaux expriment des chaleurs entre 48 et 96 h après
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l’arrêt  du  traitement  et  peuvent  être  inséminés  à  l’aveugle  à  72  et  96  h [Grimard et al.,

2003].

Tandis que Mialot et al. (1999) et Driancourt (2001), ont montré que malgré la

lutéolyse rapide (24 heures), l’intervalle entre l’injection et les chaleurs est variable et

dépend du stade de croissance du follicule au moment du traitement, ce qui rend  la

synchronisation de l’ovulation insuffisante pour réaliser une insémination unique à un

moment déterminé, sans observation des chaleurs [Pursley et al., 1997 ;Gipoulou et al.,

2003].

  Le traitement à base de PGF2  se révèle être le moins coûteux (surtout si de

nombreuses vaches sont fécondées après la première injection), mais ne peut être utilisé

que si les vaches sont cyclées [Mailot et al., 1998 ; Hanzen et al., 2000 ].

II. 1. 1.  2.  Associations GnRH/ PGF  (protocole GPG)

Les PGF  agissent sur la durée de vie du corps jaune, elles n’ont pas d’effet direct

sur la croissance folliculaire. L’idée de synchroniser la folliculogenèse avant

l’administration de PGF2  a amené à utiliser la GnRH.

Le plus courant de ces protocoles est le protocole GPG pour Gonadolibérine-

ProstaglandineF -Gonadolibérine. Il est communément appelé Ovsynch ou encore

protocole  721  en  référence  aux  intervalles  de  temps  entre  chaque  injection.  Il  à  été

proposé pour  la première fois par Pursley et al. (1995),  même si d’autres auteurs avaient

déjà étudiés les effets d’association diverses entre GnRH et PGF2 [Twagiramungu et al.,

1994 et 1995].

Le protocole, maintenant classique, est illustré dans la figure 6. En fonction du stade

de croissance du follicule dominant, la première injection de GnRH provoque soit

l’atrésie, l’ovulation ou la lutéinisation des gros follicules présents dans l’ovaire [Geary et

al., 1998; Hanzen et al., 2003].
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Figure 6. Protocole de synchronisation associant GnRH et prostaglandine F  (Ovsynch)
[Grimard et al., 2003].

Une injection de PGF2  pratiquée 7 jours après est importante, surtout si la

première injection de GnRH a eu lieu en phase metoestrus ou enfin de dioestrus, elle

entraîne  la lutéolyse au moment où un follicule dominant est présent et celui-ci devient

préovulatoire [Hanzen et al., 2003 ; Pursley et al., 1997].

L’injection de GnRH réalisée 48 h après l’injection de PGF  améliore la fertilité

des vaches laitières en augmentant leurs concentrations en LH (dans les deux heures qui

suivent l’injection [Hanzen et al., 2003]. De plus, elle entraine l’ovulation d’un follicule de

meilleure qualité et surtout, elle synchrone précisément le moment de l’ovulation par

rapport au début des chaleurs, 24 à 32 h plus tard, pour 87 à 100 % des vaches [Pursley et

al., 1995 et 1998 ; Thatcher et al., 2001].

Le  protocole  GPG  a  été  déconseillé  chez  les  génisses  laitières   et  les  vaches  non

cyclées [Twagiramungu et al., 1995]. Il a par contre été largement utilisé chez les vaches

laitières et les résultats obtenus sont satisfaisants [Jemmeson., 2000 ; Cecyre et al., 2001].

II. 1.  2. Méthode du blocage du cycle

Elle consiste à bloquer l’évolution du cycle suffisamment longtemps pour que

toutes les femelles arrivent au terme de leur phase lutéale sans pouvoir aller au –delà.

L’arrêt du traitement équivaut à lever l’inhibition de l’évolution ovarienne, ce qui revient

à libérer l’hypophyse qui reprend son activité de sécréter la FSH, le corps jaune est

régressé, les follicules se développent en même temps et l’ovulation survient alors dans

un faible espace de temps.
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Ces substances bloquantes ont été administrées par toutes les voies : oral, sous

cutanée, intramusculaire ou mieux par voie intra-vaginale [Hanzen et al., 2000]. Selon la

nature de la substance, on peut citer : les implants sous cutanés, dispositifs  intra-

vaginales.

II. 1. 2.  1. Associations  progestérones /GnRH/ œstrogènes /PMSG/ PGF2

L’apport de progestérone par voie orale n’est plus disponible et seuls trois

dispositifs diffusant des progestagènes ou progestérone sont disponibles. L’implant

Crestar ® classique  ou  Crestar SO® (Intervet, 3 mg de norgestomet), la spirale vaginale

PRID® et la capsule intravaginale CIDR®  (CIDR® / CIDR-E® (E pour Estradiol). Les

protocoles de synchronisation sont illustrés dans la figure 7.

L’association œstrogène et  progestagène agit à la fois sur la croissance folliculaire

et sur la durée de vie du corps jaune [Driancourt., 2001 ; Chastant-Maillard et al., 2002].

De plus ils améliorent l’absorption vaginale des progestérones en créant une

vasodilatation [Gipoulou et al., 2003], ce qui est particulièrement intéressant dans le cadre

des dispositifs vaginales.

Administrés en début de cycle, les œstrogènes ont une activité antilutéotrope, ils

provoquent la disparition d’un corps jaune en début de formation qui pourrait persister

après le retrait du dispositif et ainsi diminuer le taux de synchronisation des chaleurs [Bo

et al., 1995 ; Hanzen et al., 2000]. Par contre, en présence d’un corps jaune fonctionnel, les

œstrogènes ont une activité lutéolytique [Grimard et al., 2003].

 L’introduction de ces hormones en début de protocole a permis de réduire la durée

du traitement progestatif et d’améliorer la fertilité à l’œstrus induit [Diskin et al., 2001]. De

plus, l’activité antilutéotrope et lutéolytique des œstrogènes n’est pas efficace à 100 %, si

le traitement commence entre J0 et J4 du cycle, le corps jaune peut persister dans 14 à 85

% des cas [Pratt et al., 1991 ; Burns et al., 1993 ; Kesler et al., 1997 ]. L’interdiction de

l’utilisation zootechnique des œstrogènes constitue une réelle difficulté pour la maîtrise

des cycles [Picard-Hagen et al., 2005].

L’association  de GnRH avec les progestagènes permet de synchroniser les vagues

folliculaires [Fournier et al., 2004], parce que l’injection de GnRH permet l’ovulation de

tous les follicules sensibles à la LH. On évite ainsi la persistance du follicule dominant
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éventuellement présent en début de traitement  et donc le démarrage d’une nouvelle vague

[Chastant-Maillard et al., 2002]. C’est le follicule de cette nouvelle vague qui ovulera.

L’njection de PGF2  au moment du retrait ou, mieux, 48 h avant le retrait du

dispositif peut améliorer la synchronisation des chaleurs et la fertilité des vaches cyclées

avant traitement [Mialot et al., 1998]. Cet effet améliorateur n’est cependant pas toujours

observé chez les vaches allaitantes cyclées [Grimard et al.,  2003].

L’utilisation des PGF  permet de plus de réduire la durée de traitement de 10 à 8

jours et d’augmenter le pourcentage de femelles détectées en chaleurs (de 74 à 95%)

[Lucy et al., 2001].

Une injection d’eCG (Equine Chorionic Gonadotropin, anciennement PMSG) est

conseillée au moment du retrait du dispositif, surtout si les vaches sont en anoestrus avant

traitement. L’effet FSH et LH de l’eCG va soutenir la croissance folliculaire terminale, la

production endogène d’œstrogènes favorise l’ovulation [Petit et al 1979 ; Deletang., 1983].

Figure 7. Protocole classique de synchronisation à base de progestagènes (Crestar ®) ou
progestérone (PRID®) [Grimard et al., 2003].
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II.  2. Détection des chaleurs chez la vache laitière

Une bonne reproduction est l'un des aspects les plus critiques de la rentabilité d'un

élevage. Les pertes économiques dues à un pauvre niveau de reproduction ont de

multiples facettes: une diminution  de la production totale de la vache et le nombre de

veaux qui naissent dans un élevage, de plus le cout direct pour la saillie et les frais

vétérinaires est élevé

Pour maximiser sa production totale une vache doit être saillie 80 à 90 jours après

le vêlage. Ceci lui permet de produire un nouveau-né et de commencer une nouvelle

lactation tous les 12,5 à 12,8 mois. Les intervalles de vêlage plus longs ont, en général, un

effet détrimentale sur la production de vie.

Que le service soit naturel (saillie naturelle) ou artificiel (IA), la détection précise

des chaleurs est essentielle pour obtenir de bons résultats de reproduction. De plus,

l'enregistrement des données concernant les chaleurs et les services est nécessaire pour

prédire les dates de chaleurs ou les dates de vêlages futurs et prendre soin des vaches en

fonction de leur statut reproductif [Saint-Dizier M., 2005].

Que sont les chaleurs?

Œstrus, ou chaleurs, est un comportement. Par définition, c’est une période de

réceptivité sexuelle caractérisée par la monte, qui se produit normalement chez les

génisses pubères et les vaches non gestantes. Cette période de réceptivité dure de 6 à 30

heures et se répète en moyenne tous les 21 jours. Cependant, un intervalle entre deux

chaleurs (le cycle des chaleurs) peut varier de 18 à 24 jours [Mialot et al., 2001].

Signe des chaleurs

      Ces dernières années, plusieurs références ont permis de confirmer que les

chaleurs avaient une durée raccourcie et une expression comportementale devenue fruste

voire parfois absente en race Holstein [Imitiaz-Hussain et al., 1992].

Des facteurs de variation de l’expression ont été bien décrits tels que la nature  des

logements et des surfaces (plus ou moins glissantes) [Bernheim et al., 1996 ; Rodtian et

al., 1996] l’espace disponible [Metz  et Mekking., 1984] , la température [Rodtian et al.,

1996] ou la normalité de la cyclicité après vêlage. D’autres sont moins établis : production

laitière élevée [Lopez et al., 1994] et déficit énergétique postpartum [Seegers et al., 2010].
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L’efficacité de la détection dépendra de l’éleveur lui même, de sa technicité et du

temps qu’il y consacrera ; pour être efficace, avec cependant un taux de détection de

seulement  70  %,  il  serait  nécessaire  de  consacrer  à  la  surveillance  des  animaux  au

minimum 30 minutes deux fois par jour à 12 h d’intervalle, après la traite et en dehors des

périodes d’affouragement [Van Vliet et Van Eerdenburg., 1996].

Il  a  été  rapporté  que   la  plupart  des  vaches  montrent  leurs  signes  de  chaleurs  de

manière progressive [Saint-Dizier., 2005]. La connaissance précise de cette gradation

permet  de  déterminer  si  la  vache  est  au  début,  au  milieu,  ou  vers  la  fin  de  ses  chaleurs.

Une vache est en chaleur lorsqu'elle ne s'esquive pas quand elle est montée (chevauchée)

par d'autres vaches ou par un taureau, de plus l’observation de modifications de l’aspect

de la vulve, l’augmentation de la sécrétion de mucus et des modifications de ses

caractéristiques physico-chimiques, des odeurs spécifiques [Saumande., 2000].

      Il saut signaler que, l'expression des chaleurs suit un cycle journalier très

prononcé. La plupart des tentatives de monte se produisent la nuit, aux premières heures

de la journée et en fin de soirée. Les résultats de nombreuses recherches indiquent que

plus ou moins 70% des montes se produisent entre 7 heures du soir et 7 heures du matin.

De manière à pouvoir détecter plus de 90% des chaleurs dans un troupeau, les vaches

doivent être observées attentivement aux premières heures de la matinée, aux heures

tardives de la soirée et à intervalles de 4 à 5 heures pendant la journée [Saint-Dizier.,

2005].



CHAPITRE III

PROPRIÉTÉS BIOLOGIQUES DE LA

GLAIRE CERVICALE
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        Le mucus cervical est une sécrétion mucoïde complexe et fluctuante, élaborée par

le canal cervical, qui fait l'objet d'une production cyclique sous dépendance hormonale.

Investi de diverses fonctions physiologiques visant à faciliter, en période féconde,

l'ascension vers l'utérus d'une population suffisante de spermatozoïdes sains et à assurer

l'aseptisation de ce dernier dans les diverses situations physiologiques, il subit, pour être à

même de les exercer, des modifications qualitatives, quantitatives et structurales qui le

rendent ou non pénétrable par les spermatozoïdes.

Tenant une place fondamentale dans le processus reproducteur, le mucus cervical

est fréquemment impliqué dans les problèmes de stérilité chez la femme et la diminution

de la fertilité chez d’autres mammifères, pour la solution desquels son évaluation fait

partie du bilan clinique de base.

III.  1.     Rappels anatomiques  et histologiques du cervix

Comme celui des autres Mammifères, le col utérin de la vache  est un étroit canal

long de 7 à 8 cm (peut atteindre 15 cm après plusieurs gestations [Hafez et Kanagawa.,

1972]. C’est la porte du système  génitale femelle, toujours en construction, qui s’ouvre

pour le part  et s’entrouvre pour l’œstrus [Barone., 1978].

Le col utérin est constitué par un fort épaississement de la paroi du tractus génital

entre le corps et le vagin. Il est peut discernable en surface. Par contre, sa paroi épaisse, sa

forme cylindroïde et surtout sa consistance ferme permettent de le distinguer facilement

du corps utérin à la palpation.

Généralement  cette  consistance  subisse  des  variations  selon  le  stade  du  cycle

œstral : elle est molle est friable durant la phase folliculaire et rigide et épaisse  pendant la

phase lutéale. Cette situation est rencontrée aussi chez d’autre espèces comme le cheval

[Hafez., 1973], chien [Silva et al., 1995].

Plusieurs études ont montré que  ces changements de structure de tissu cervical

sont à l’origine des modifications biochimiques principalement au niveau du réseau de

collagène [Hafez., 1993 ;  Breeveld-Dwarkasing et al., 2003].

A l’analogie avec le col utérin de la Femme et selon Breeveld-Dwarkasing et al.

(2003), Fuchs et al. (1996),   le  cervix  de  la  vache  est  subdivisé  anatomiquement  en  deux

grands segments:
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Vaginal ou exocervix, qui forme une protusion dans le vagin et est revêtu d’un

épithélium squameux, pluristratifié de type vaginal;

Médiane  et utérin ou endocervix ,  le canal cervical proprement dit, très sinueux,

recouvert sur la majeure partie de sa longueur d’un épithélium prismatique,

unistratifié de type utérin (Figure 8).

Figure 8. A. Tractus génital de la vache, (vue dorsal  avec incision longitudinale présentant  la
position  du cervix à l’intérieur). B. structure interne du cervix.1: paroi vaginale; 2: région caudale
du cervix ; 4 : muqueuse; 5 : sous muqueuse ; 6 : musculeuse ; 7 : séreuse ; 8 : corps de l’utérus ;

9 : corne utérine ; 10 : ovaire [Van Engelen et al., 2009].

Sur le plan histologique il comporte :

Muqueuse : est très différente de l’endomètre. Elle est plus mince,

dépourvue de glandes. Au cours d’un cycle œstral, la muqueuse découpée par une série

d’anneaux cartilagineux, en  formant deux à quatre fleurs épanouies, subissent des

modifications histologiques importantes sous l’action des variations des taux des

hormones stéroïdes [Breeveld-Dwarkasing et al., 2003].

Selon Thibier et Humblot (1981), ces modifications ne suivent pas le même schéma

que l’épithélium utérin. C’est au cours de l’œstrus que les cellules épithéliales  atteignent

une taille maximale, leur noyau est alors long et leur grand axe perpendiculaire à la

membrane basale. En phase lutéale, ces cellules deviennent  plus petites et cuboïdes.

La propria est pourvue de nombreuses fibres de collagène qui lui donnent sa

consistance ferme et se retrouvent jusqu’aux faisceaux les plus profonds de la

musculature. Ces fibres sont susceptibles de se gonfler fortement sous l’influence des

hormones ovariennes et contribuent à modifier la consistance et l’aspect du col au cours

de l’œstrus [Barone., 1978].



CHAPITRE III                       PROPRIÉTÉS BIOLOGIQUES DE LA GLAIRE CERVICALE

19

Musculeuse : est constituée de:

Couche de muscles longitudinaux externes, apparaissant sous forme d’une assise

discontinue dont les interstices sont occupés par du tissu conjonctif.

Une épaisse couche de muscles circulaires internes, assemblés en faisceaux compacts

qui s’anastomosent, enserrant un tissu conjonctif dense [Breeveld-Dwarkasing et al.,

2003].

Séreuse : est constituée d’une couche épaisse de tissus conjonctif  lache et

des vaisseaux sanguins [Breeveld-Dwarkasing et al., 2003].

III.  2.   Glaire cervicale

Pendant  l’œstrus, le col devient souple et dilaté, les plis se relâchent. Les glandes

cervicales sécrètent dans  les replis du  col un mucus qui forme des glaires de consistance

élastique et qui se mêle à la sécrétion légèrement hémorragique de l’endomètre

congestionné [Moghissi., 1972 ; Barone., 1978].

Cette glaire, joue un rôle essentiel dans le processus de reproduction  chez  tous

les mammifères, du fait que  les  spermatozoïdes sont situés  dans la  plupart des cas dans

les cryptes du cervix, ils atteignent l'oviducte 8 h environ après  la monte  naturelle  ou

l'insémination artificielle [Tsiligianni et al., 2001]. Elle participe à l’aseptisation de cervix

et l’utérus à la fois [Hafez B et  Hafez E., 2002]. La  quantité de la glaire sécrétée  estimée

par Holy (1983),  est de 106,8 -2000 ml.

Les caractéristiques physico-chimiques du  mucus  cervical changent

complètement selon le moment  du  cycle, sous l’influence des hormones  stéroïdes afin

de faciliter le passage des spermatozoïdes [Hafez B et  Hafez E., 2002].  Chez les bovins,

l’échec de fécondation  est du surtout à l’échec  des spermatozoïdes à contacter les ovules

plutôt que d’une  infertilité due aux ovules [Hawk., 1987]. Par conséquent, il est

important de connaître la composition de la glaire cervicale pendant l'œstrus.

Le fait que la motilité propre des spermatozoïdes permette le  franchissement  du

col de l’utérus, entraîne une sélection des spermatozoïdes les plus vigoureux et

élimination des spermatozoïdes morts. La motilité des spermatozoïdes  récupérés dans

l’utérus est significativement plus élevée que la motilité moyenne des  spermatozoïdes

utilisés pour l’insémination artificielle [Suga  et  Higaki., 1971].
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III. 2.  1.      Origine de la glaire cervicale

Le col de l'utérus est rempli d’un mucus qui est généralement similaire à celle des

voies  respiratoires.  Il  est  élaboré  par  l'épithélium ciliosécréteur  qui  tapisse  les  parois  du

conduit cervical [Barone., 1978]. Une centaine de replis et de cryptes en « doigt de gant »

multiplient sa surface qui est constituée d'une association de cellules sécrétrices et ciliées.

 Les cellules sécrétrices, au pôle apical recouvert de microvillosités, élaborent le

mucus puis le libèrent dans la lumière du conduit cervical. Des cellules de réserve,

coincées à la base de l'épithélium, assurent sa régénération en se différenciant en l'un ou

l'autre type cellulaire lorsque le besoin s'en fait sentir [Chrétien., 1974].

III. 2.  2.  Mécanisme de  sécrétion de la glaire cervicale

Si l'on ne peut omettre la possibilité d'une régulation nerveuse, démontrée chez  le

lapin et cobaye chez lequel elle entraîne, par excitation du cervix, une excrétion réflexe de

mucus cervical, celle-ci apparaîtrait très secondaire chez la vache [Hafez., 1973] et la

femme [Chrétien., 1974] par rapport au contrôle hormonal.

L'augmentation  du  nombre  de  cellules  sécrétrices  en  activité  et  du  volume  de

mucus sécrété au milieu du cycle laissait deviner la prépondérance des œstrogènes

circulants au niveau du mécanisme initiateur. L'apport d'œstradiol après castration chez la

femme a confirmé l'action antagoniste sur la production du mucus cervical des hormones

ovariennes [Moricard et al., 1964], et démontre que ces dernières sont aussi responsables

des modifications physicochimiques qu'il manifeste au cours du cycle [Chrétien., 1980].

 En effet, la nature  de la sécrétion cervicale a été  prévisible changée par

l'administration de  l'œstrogène ou de la progestérone chez une  vache ovariectomisée

[Lamond et Shanahan., 1969].  Chez   la  femme,   le  traitement  à  base  de  progestagène  a

produit un mucus  cervical incompatible avec la pénétration  de sperme [Moghissi .,1966].

L'élaboration du mucus est réalisée sous influence oestrogénique au cours d'une

phase de mise en charge qui atteint son maximum au milieu du cycle. Au cours de cette

phase, le mucus synthétisé dans la partie basale de la cellule s'y accumule en repoussant le

noyau vers le centre avant d'accéder au pôle apical où il finit généralement par repousser

la membrane pour constituer un saccule extérieur [Chrétien., 1974].
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L'évacuation de la sécrétion par les cellules à mucus se fait au cours d'une « phase

sécrétrice », selon deux modalités d'inégale importance : le mode apocrine, largement

prédominant, qui libère le mucus par rupture du saccule apical, et le mode mérocrine, par

lequel le mucus est évacué par un pore apical [Chrétien et Guillon., 1978]. Les mucines

sont sécrétées dans le canal cervical par exocytose des cellules endocervicale [Gorodeski.,

1996].

III. 2.  3.  Propriétés biologique de la glaire cervicale bovine

La glaire cervicale, biopolymère fortement hydraté, est un hydrogel composé

essentiellement de deux phases, l’une liquide, dont la plupart des constituants subissent

des  variations  quantitatives  en  réponse  à  celles  du  contexte  hormonal,  appelée  aussi

« phase d’eau » [Blandau et Moghissi, 1973 ; Linford., 1974]. Cette phase est piégée dans

une infrastructure glycoprotéique ou « phase solide » [Odeblad., 2002].

III. 2.  3. 1. Propriétés physiques de la glaire cervicale bovine

Le mucus cervical est un mélange des mucines et plasma cervical [Gorodeski.,

1996]. Sa nature  et  sa  structure   lui  confèrent  des  propriétés   physiques  spécifiques,  qui

sont intimement  associées à sa fonction physiologique.

Pendant  l'œstrus, la quantité du mucus est importante et devient aqueux,

transparent, filant et  facile à prélevé  ce qui  facilite le passage des spermatozoïdes,  par

contre pendant la  phase lutéale, il  devient, épais, opaque, visqueux et n’affleure pas

l’orifice externe du cervix [Hafez , ESE., 1993].

Les caractéristiques physiques les plus importantes du mucus cervical étudiés par

plusieurs auteurs [Tsiligianni et al., 2000a ; Rutllant et al., 2002 ; González et Evelin., 2009]

sont : le volume, la consistance, le  pH, matière sèche et cendre, la réceptivité  , la

conductivité, la cristallisation et les propriétés rhéologiques  telles que la viscosité  et

spinbarkeit.

La rhéologie est l’étude de l’écoulement et les propriétés de déformation d’un

système donné [Rutllant et al., 2002 ]. Ces propriétés montrent des variations au cours

d’un cycle ovarien, en réponse a l’état hormonal de la femelle [Hafez B et  Hafez E., 2002].
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De  tels   changements  du  mucus  peuvent  être   employés  en  tant  que  indicateur  de  l'état

hormonal ou  d'ovulation imminente [Tsiligianni et al., 2001].

 Plusieurs études ont suggéré que les changements des propriétés rhéologiques

des sécrétions  cervico-vaginal puissent être  à l’origine de l'infertilité chez la vache

[López et al., 1997 ;  Rutllant et al., 1997,1999].

A                                                                        B
Figure 9 . Forme typique de la cristallisation de la glaire cervicale bovine pendant la phase

folliculaire (A) ; lutéale (B) [Predojevic et al., 2007].

Figure 10. Quelques aspects des cristaux de KCl (a) (1440×); trois grands cristaux  de KCl et
celui de NaCl à l'apex des bras dendritiques(b)  (360×) [Berthoul et Chrétien., 1997].

Quels sont les facteurs qui  peuvent rendre  le mucus cervical  imperméable

physiquement aux spermatozoïdes?

Il y a seulement  une période limitée pendant  un cycle normal quand le mucus

permet aux spermatozoïdes  de pénétrer facilement.  Pénétration maximale du mucus

cervical humain et bovin se produit  pendant l’ovulation avec une réduction marquée

avant et après cette  phase [Roark et Herman., 1950;  Pommerenke., 1962].
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Durant cette période,   la sécrétion d'œstrogène est abondante et le mucus qui  est

sécrété est fortement  caractéristique. Dès que la progestérone gagnera  la dominance, que

la nature de la  sécrétion change nettement. Un déséquilibre hormonal  serait influencé

donc sur les propriétés du  mucus et par conséquent dans  son perméabilité (Tableau 1).

Tableau 1. Caractéristiques de la glaire cervicale durant les deux stades  de cycle ovarien
[Predojevic et al., 2007]

Propriétés Phase  ostrogénique                                          Phase

Progestéronique

Volume   maximum                                                      minimum

Teneur en eau  maximum                                                       minimum

Élasticité  maximum                                                        minimum

Cristallisation maximum                                                       minimum

Teneur en cellules minimum                                                        maximum

Protéine minimum                                                        maximum

Plus récemment, il a été prouvé que le composant structural du

mucus  cervico-vaginal   pendant  l'œstrus   est  entièrement  formé  des  fibres  de

mucine, qui est essentiellement formée de glycoprotéines polymérisées, unies par des

liens non covalents et constituants des fibrilles reliées par des ponts disulfures [Rutllant et

al., 2002 ; Predojevic et al., 2007]. L'ensemble forme une trame infrastructurelle de

filaments anastomosés piégeant et retenant la phase liquide et que l'on peut comparer au

maillage d'un tricot [Lai et al., 2009].

Au microscope électronique à balayage et diffusion de lumière, les fibres qui

forment le gel de mucus sont des longs filaments  denses et  flexibles entourés  par  des

courtes chaines glucidiques (75 –80%) [Rutllant et al., 2002],  la  pluparts  entre  eux  sont

chargés négatives (acide sialique ou de  sulfate) [Lai et al., 2009].

 Les segments protéiques  fortement glycosylés sont  souvent  hydrophiles et

séparés par des  segments protéiques (20  –25%) réticulés relativement hydrophobes qui

sont stabilisés par des ponts disulfures (Cys- Cys) [Perez-Vilar et  Hill., 1998 ; Perez-Vilar

et al., 1998].
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 Tous les mucines  ayant de longs domaines flexibles de ‘PTS’ '(proline,

thréonine,  sérine) qui sont fortement glycosylés,  constituent 40% à 80%  du poids de  la

mucine sécrétée [Cone., 2009 ; Lai et al., 2009]. Plusieurs types de molécules

d’oligosaccharides sont présentées dans le segment glucosylés, et entre eux se trouvent

beaucoup de molécules d'eau liées par des faibles liaisons "d’eau " [Odeblad., 2002].

La visco-élasticité  ainsi les autres propriétés biophysiques du mucus dépend

nettement de la concentration de ces mucines ou de glycoprotéines  secrétées

principalement par l’épithélium cervical [Ulcova-Gallova., 2010].

Figure 11. Structure et composition de la mucine [Lai et al., 2009].
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         a                       b                                      c                                      a                  b

Figure 12. A. Infrastructure de la glaire cervicale bovine, pendant la phase folliculaire (a) et
lutéale (c) [Predojevic et al., 2007] et au moment d’œstrus et l’ovulation (b)

[Rutllant et al., 2002]. B. Changement hormonaux au cours d’un cycle œstral [Roche., 2003].

III. 2.  3. 2. Propriétés chimiques  de la glaire cervicale bovine

Le mucus cervical est un mélange des mucines « phase solide »  et plasma cervical

[Gorodeski., 1996]. Le plasma cervical compose 95 –99% du  poids total du mucus

cervical [Blandau et Moghissi., 1973], il  est essentiellement composé d'eau (de  95 à 99%)

et contient de très nombreues substances dissoutes à  poids moléculaire élevées et faibles,

celles-ci   présentent  dans  les  mailles  tridimensionnelles  de  la  phase  solide [Linford.,

1974 ; Odeblad., 2002].

A. Constituants de faibles poids moléculaires

Sels minéraux et électrolytes : ils représentent environ 1% à 2 % de

la masse du mucus [Meyer et Silberberg., 1980 ; Lai et al., 2009]. Les électrolytes

les   plus fréquents sont : Ca++, Na+, Cl-, K+ et Mg++ [Sato et al., 1980 ;

B
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Tsiligianni et al., 2001].  Ces sels  subissent des variations quantitatives parallèles à celles

de l'eau de sorte que le mucus reste normalement isotonique.

Composés organiques : glucose, fructose, sorbitol, galactose,

acides aminés, hexosamine [Roberts et Parker., 1974 ; Tsiligianni et al., 2001] et lipides

dont le cholestérol [Trakatellis., 1986] qui   sont  à  des  concentrations  très  faibles  (1-2%)

[Slomiany et al., 1986 ;  Nadziejko et al., 1993].

B. Constituants à poids moléculaire élevé

La phase aqueuse renferme de très nombreuses protéines, les unes proviennent d'une

transsudation à partir du sérum sanguin : immunoglobulines (IgA, IgG et IgM), les

globulines et l’albumine [Gorodeski., 1996 ; Therien et al., 1999; Visconti et al., 2002].

D'autres semblent sécrétées par les cellules cervicales : certaines IgA  et IgG, lactoferrine

[Hulka et Omran.,1969 ;  Moghissi et Blandau., 1972].

 Ainsi qu'une panoplie très complexe d'enzymes, telles amylase, muramidase ou «

lysozyme » , phosphatases acide et alcaline, lactate déshydrogénase ,  - manosidase, -

N-acetyloglucosaminidase,  - glucuronidase, et  – galactosidase [Tsiligianni et al., 2001],

les  enzymes de l'oxydation des acides gras, du cycle de l'acide citrique, du métabolisme

du glucose et de celui des acides aminés. Quelle que soit leur origine, la concentration de

toutes ces protéines augmente sous stimulation progestative et diminue sous l'effet des

œstrogènes.

III. 2.  3. 3. Propriétés immuno -cytologiques  de la glaire cervicale bovine

A. Défenses non spécifiques du cervix

     Chez la vache en activité génitale, le rôle du cervix  dans la  défense non spécifique est

à la fois anatomique et physiologique, lié à la réceptivité hormonale de la muqueuse

cervico-vaginale.

Les moyens de défenses anatomiques

Le cervix utérin est une jointure anatomique située à  l'extrémité postérieure du

vagin dont la muqueuse est composé d’un réseau des fibres de collagènes, ces derniers

jouent un rôle dans la modification de la texture du col de l’utérus [Breeveld-Dwarkasing

et al., 2003]. Lors de la phase folliculaire (J19-J20, J0 étant le jour de l’ovulation), le col
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est alors ouvert de 0,5 cm, sa muqueuse est rouge rosée et très humide. Pendant l’œstrus,

il est ouvert de 1 cm, sa muqueuse oedématiée est hyperhémiée.

En début de phase lutéale (J1-J4), l’ostium externe du col se referme, l’oedème

diminue, la muqueuse passe du rouge au rouge-rose. Le col reste donc fermé au cours de

la phase lutéale assurant une barrière entre l’environnement extérieur et la lumière utérine

[Rosenberger., 1979].

Les moyens de défenses physiologiques

Le mucus cervico-vaginal fait office de barrière contre les micro-organismes, en

jouant un rôle d’aseptisation du canal cervical et de la cavité utérine [Barriere et Lopes,

1987] par l'intermédiaire d'un double mécanisme :

En période d’oestrus, le maillage infrastructural du mucus est trop lâche pour opposer un

obstacle physique absolu aux bactéries mais il piège les éléments figurés (hématies,

cellules épithéliales) qui sont évacués par le flux descendant .Une protéine soluble

bactériostatique lactoferrine [Castellino et al., 1970; Bhushana Rao et al., 1973 ] et  une

enzyme bactéricide le peroxydase [Elstein et Pollard., 1968;  Hamana et al., 1971] et  les

lysozymes [Eggert-Kruse et al., 2000] présentent dans la phase liquide neutralisent les

agents bactériens [Barriere et Lopes., 1987].

En dehors de la période ovulatoire, l'asepsie est essentiellement assurée par piégeage des

hôtes indésirables au sein des mailles resserrées [Rutllant et al., 2002 ; Predojevic et al.,

2007].

B. Défenses spécifiques du cervix

Les défenses spécifiques du cervix comprennent les défenses médiées par des

anticorps (immunité humorale) et les défenses médiées par des cellules effectrices

(immunité cellulaire) très mal connues.

Immunité humorale

Les sécrétions cervicales et cervico-vaginales contiennent des IgA, IgG et IgM,

dont les concentrations varient en  fonction de la date du cycle œstral et l’événements

pathologiques, comme inflammation ou une infection génitale [Kutteh et al., 1988 ;

Mestecky et al., 1989 ; Parr M et Parr E., 1994]. L’augmentation des immunoglobulines en

fin de phase folliculaire peut être attribuée à une augmentation du flux sanguin et à une
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augmentation de la perméabilité capillaire sanguine au cours de cette phase du cycle

[Alavi-Shoushtari et al., 2006].

Selon une étude expérimentale d’inoculation intra-utérine d’un organisme pathogène

(Campylobacter fetus), les immunoglobulines dans les sécrétions cervicales et vaginales

apparaissent dans l’ordre IgM, IgA et IgG et disparaissent dans l’ordre IgM, IgG et IgA

[Corbeil et al., 1974 ; Dhaliwal et al., 2001].

C. cytologie de la glaire cervicale

Différents types cellulaires peuvent être observés sur des frottis de la glaire cervicale :

des cellules épithéliales, des cellules épithéliales à large vacuoles, des polynucléaires

neutrophiles, des lymphocytes, des éosinophiles, des macrophages, des globules rouges,

des micro-organismes et des débris [Ahmadi et al., 2004, 2005b ; Deguillaume., 2007].
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      Notre essai pratique a débuté le mois d’avril 2010, sur des vaches laitières

productrices (pie noir et pie rouge) dont la production journalière moyenne  est de 9-11 L.

l’âge moyen est de  2-6 ans avec moyenne de poids 500-580 Kg. Le mode de

reproduction est l’insémination artificielle. Leurs dernières mises bas sont aux alentour de

2 mois avant la mise à la reproduction.

I.  1. Présentation de l’exploitation

      Notre étude s’est déroulée au niveau des fermes de bovins laitiers privées situées

dans la commune de Djarma, wilaya de Batna, ou la température est très élevée en été et

très froide en hiver. Les vaches sont  logées en stabulation libre,  reçoivent une

alimentation adaptée aux conditions climatiques, basée principalement sur la paille,

fourrage vert et concentré…etc.

I.  2. Protocole expérimental

I. 2.  1. Synchronisation des chaleurs

      Le protocole de synchronisation utilisé dans cette étude été différent, selon la

présence ou l’absence du corps, nous avons subdivisé les vaches en 3 lots :

 Premier groupe (n = 25) : oestrus naturel.

Deuxième groupe  (n  =  15)  :  les  chaleurs  sont  induites  à  l’aide  de

progestagènes par l’utilisation d’un implant hypodermique (implant auriculaire :

CRESTAR ®, Intervet Schering Plough, Beaucouze, France). Le jour de la pose

de l’implant, une injection de 5 mg de valérate d’oestradiol  est administrée

l’implant reste en place 12 jours, une injection d’eCG le jour du retrait de

l’implant est  réalisée.

Troisième groupe (n = 10) : les chaleurs sont induites par l’utilisation de

deux injections d’un analogue de la prostaglandine F2alpha ;  le cloprostenol

(ESTRUMATE®, Intervet Shering-plough, Beaucouze, France, 500 g par voie

intramusculaire) à 12 jours d’intervalle ; pour induire la lutéolyse d’un corps

jaune fonctionnel.

I. 2.  2. Collecte de la glaire

Le montage utilisé pour la collecte de la glaire  est constitué d’un tube en acier

inoxydable à bout fermé avec troux, de 35 cm de long et un diamètre interne de 0.5 mm.
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L’une des  extrémités de tube est insérée dans une seringue  de 30 ml. Cette dernière est

reliée par un tube transparent en plastique  de 1m de long  et 0.5mm de diamètre interne.

Figure 13.  Montage utilisé pour la collecte de la glaire

Avant de réaliser les prélèvements ; un examen de contenu vaginal est

effectué ; une  main préalablement gantée par un gant de fouillé rectale  est introduite

jusqu’à l’ostium externe du col afin de racler toute la circonférence du vagin. Les vaches

présentent un mucus sale, contenant du sang ou du pus  sont exclues.

Proportion de pus :
0 point : Mucus clair et translucide
1 point : Mucus contenant des flocons blancs
2 points : Moins de 50 mL d’exsudat contenant moins de 50% de matériel mucopurulent, blanc
3 points : Plus de 50 mL d’exsudat contenant du pus blanc ou jaunâtre et occasionnellement sanguinolent
Odeur du pus :
0 point : Odeur normale
1 point : Odeur fétide

Figure 14. Classification du mucus vaginal [Williams et al. 2005].

     Après cet examen de contenu vaginal, la vulve est lavée à l’aide de

l’eau et séchée. De l’huile ou d’autres lubrifiants sont utilisés pour faciliter

l’introduction du bras dans le rectum. Le montage  est introduit dans le vagin et guidé

jusqu’à l’ostium externe du col de l’utérus, repéré par une  palpation transrectale ; une
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fois l’extrémité du dispositif introduite dans le premier anneau du col on réalise une

aspiration buccale douce du mucus cervical.

Immédiatement les prélèvements sont versés dans des tubes secs en plastique de 5

ml portent des étiquettes, avant de mettre ces tubes dans une glissière ; nous avons réalisé

des frottis cervicaux pour étudier la cytologie et la cristallisation. Deux lames sont

systématiquement conservées pour chaque prélèvement, la première étant stockée dans un

porte lame et la seconde, dite lame jumelle, dans un autre porte lame, après avoir

numérotée.

Après  cette opération les échantillons sont acheminés, sous froid, au laboratoire

où ils sont conservés à  (-30°C) jusqu'à leur utilisation.

I. 2.  3. Dosage des paramètres biochimiques de mucus cervical

Pour le dosage des différents éléments organiques: glucose, cholestérol, protéines

totales et fructose ; ainsi la  mesure de  l’activité  catalytique des enzymes : phosphatase

alcaline, lactate déshydrogénase et finalement -amylase., nous avons utilisé comme

appareil un analyseur automate METROLAB 2300 ;  dont  la  distribution  des  réactifs  et

des échantillons ainsi la  dilution  de ces derniers sont  faites  de façon automatique en un

temps programmé.  Cet automate possède 9 longueurs d'onde  situées entres 340  et 750

nm.

I. 2. 3.  1.  Phosphatase alcaline

L’activité de la phosphatase alcaline dans les échantillons de mucus cervical a été

dosée par colorimétrie, en utilisant un kit commerciale spécifique. 2 l  du mucus

homogénéisés ont  été ajouté à 180 µl de substrat (4-nitrophenylphosphate). La réaction

mesure le taux d’augmentation de l’absorbance à 405 nm qui est proportionnelle à

l’activité de l’PAL dans le mucus.

4 – NPP + H2O ———–––———> 4-NPO + Phosphate
ALP

Mg / Alcalin pH
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I. 2. 3.  2. Lactate déhydrogénase

L’activité lactate déshydrogénase a été dosée par la méthode colorimétrique. 2 l

de mucus homogénéisés ont été ajoutés à 180 µl de substrat (le pyruvate ou le lactate). La

LDH catalyse la réduction du pyruvate en lactate en oxydant la nicotinamide adénine

dinucléotide réduite (NADH) en NAD. L’activité de la LDH a été déterminée par le taux

de  diminution de l’absorbance à 340 nm pendant la production de la NAD.

Pyruvate + NAD H —————> Lacate + NAD

I. 2. 3.  3.  –amylase

L’activité de  -amylase a été dosée  par un test enzymatique colorimétrique.  2 l

du mucus homogénéisé ont  été ajoutés à 1 mL de substrat (l'éthylidène-pNP-G7). Le taux

de formation de pNP est proportionnel à l'activité de l' -amylase présente dans

l'échantillon, elle se mesure à 405 nm.

5 E-pNP-G7 + 5H2O   —————>   E-G3 + pNP-G4 + 2E-G4 + 2pNP-G3 + 2pNP-

G2+  pNP-G4

+ 2pNP-G3 + 2pNP-G2 + 14H2O   —————> 5 pNP + 14G

G = Glucose ; pNP = p-nitrophénol.

I. 2. 3.  4. Dosage de glucose

Le dosage a été effectué par  la méthode enzymatique au glucose oxydase (GOD-

PAP). Il  se produit ainsi la réaction ci-dessous. La quantité de NADPH formé au cours de

la réaction est proportionnelle à la quantité de glucose. On la détermine par son

absorption à 340 nm.  Les résultats sont exprimés en (mg/100 ml).

D-Glucose + ATP                                 Glucose-6-phosphate + ADP

Glucose-6-phosphate + NADP                                                    D-gluconate-6-phosphate
+ NADPH

LDH

-amylase

-glucosidase

Héxokinase

glucose-6-phosphate-déshydrogénase
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I. 2. 3.  5. Dosage de cholestérol

Le dosage a été fait par la méthode colorimétrique enzymatique au  cholestérol

oxydase. L'échantillon mis au contact du réactif donne la réaction suivante:

Cholesterol + O2 + H2O                                        Cholestérone + H2O2

H2O2 + phenol + amino-4-antipyrine                       Quinonéimine + 2 H2O

I. 2. 3.  6. Dosage de fructose

       Le dosage a été effectué par  la méthode enzymatique, 10 l du mucus

homogénéisé  ont   été  ajoutés  à   1mL de  réactif  de  fructose  (5mg/ml),   les  résultats  sont

exprimés en ( g/ml). L'échantillon mis au contact du réactif donne la réaction ci-dessous.

L'augmentation de l'absorbance à 340 nm est  directement proportionnelle à la

concentration en fructose.

Fructose + ATP                                Fructose 6-Phosphate + ADP

Fructose 6-Phosphate                        Glucose 6-Phosphate

G6P + NAD                                       NADH + 6-Phosphogluconate

I. 2. 3.  7. Dosage des protéines totales

      Le dosage a été effectué par  la méthode colorimétrique. La concentration de la

protéine totale a été estimée par une méthode de Biuret, 80 l d’échantillon homogénéisé

ont été additionnés à 1 ml du réactif comerciale. L’augmentation de l’absorbance qui en

découle est mesurée par un détecteur à 545 nm. L'échantillon mis au contact du réactif

donne la réaction suivante:

Protéines +Cu++                             Complexe protéine-cuivre.  (Bleu foncé)

Peroxydase

Choléstérole oxydase

G6PDH

PGI

Héxokinase

OH-
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I. 2.  4. Dosage des électrolytes du mucus cervical

Le dosage des éléments minéraux : calcium (Ca++), potassium (K+), sodium (Na+)

et chlore (Cl-) a été fait par un système clinique entièrement automatique SYNCHRO

CX® et un ionogramme ESCH WEILER®.

L’analyseur SYNCHRO CX®  capable d'analyser la chimie générale, les

électrolytes, les protéines, les médicaments thérapeutiques ainsi que les stupéfiants.

Toutes les réactions sont automatisées et programmées (quantité de réactifs et

d’échantillon, durée des réactions, température d’incubation, longueur d’onde….).

I. 2.  5. Mesure des paramètres rhéologiques et physiques de mucus cervical

I. 2 . 5. 1.   Viscosité

La viscosité a été  mesurée selon la méthode de [Tsiligianni et al., 2000] par un

viscosimètre capillaire. D’après la loi de Poiseuille on a une relation linéaire entre la

viscosité d’une solution et le temps d’écoulement d’un volume donné V à travers le

capillaire. Le viscosimètre est placé dans un thermostat maintenu à température constante.

Nous avons mesuré le temps d’écoulement d’un volume constant V défini par deux traits

de repères (M1 et M2) situés de part et d’autre d’un petit réservoir surmontant le

capillaire.

I. 2 . 5. 2.   Spinnabrakeit

Elle a été mesurée, selon la méthode décrite par d'Adams (1979) ; Moghissi

(1973).  Nous avons déposé délicatement une petite quantité de mucus cervical sur une

lame en verre. Après avoir établi un contact avec le mucus cervical à l'aide d'une

seconde lame de verre disposée perpendiculairement à la première, nous avons séparé

ces deux lames par un mouvement ascensionnel de la lame supérieure.

La longueur du filament de mucus qui se forme entre les lames est estimée (en

centimètres) avant sa rupture à l’aide d’un fil attaché à la seconde lame en verre.

L’opération  est   répétée  deux  fois  pour  le  même  échantillon,   après  nous  avons

enregistré la moyenne de ces deux essais.
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I. 2 . 5. 3.  Cristallisation

C’est  la  formation  de  feuilles  de  fougère  (cristaux  typiques)  après  le  séchage  de

mucus. À cette fin, des frottis cervicaux  ont été réalisés juste après la collecte, séchés à la

température ambiante pendant 12 heures. La  lecture des lames a été faite par un

microscope optique à un grossissement (400×). Le degré de cristallisation a été classé

selon un système de  notation  utilisé par plusieurs auteurs [Tsiligianni et al., 2000 ;

Ahmadi et al., 2005] de     0  – 4, comme le montre le tableau ci-dessous :

Tableau 2. Système de notation de la cristallisation de mucus cervical
[Tsiligianni et al., 2000a ; Ahmadi et al., 2005a].

points Aspect des cristaux formés
0 pas de cristaux (ou glaire amorphe)

1 atypiques seulement (aspect de cristallisation linéaire en feuille de fougère observé à
certains endroits, pas de branches latérales).

2 la majorité atypique

3 la majorité typique (belle cristallisation en feuille de fougère avec branches latérales
à certains endroits de la lamelle, cristallisation linéaire ou glaire amorphe à
d’autres).

4 Seulement typiques (cristallisation en feuille de fougère sur toute la lamelle)

I. 2.  6.    Cytologie de mucus cervical

Les frottis cervicaux, sont réalisés juste après la collecte. Pour cela, nous avons

déposé délicatement une petite quantité de mucus cervical sur une lame en verre ;

l’étalement de mucus a été fait par une autre lame propre ; que nous avons déposé sur la

premiére.

La séparation des deux lames  est faite par un simple étirement (la deuxième lame

utilisée sera  gardée comme une lame jumelle) [Betsch., 1992]. Ensuite nous avons laissé

les frottis 30-35mn dans la température ambiante pour les sécher, puis ils ont été

numérotés et transportés sous la conservation de froid  dans une  glissière.

Toutes  les  lames  ont  été  colorées  (4h  après  la  collecte)  par  la  coloration  de  May-

Grünwald-Giemsa (pendant 30 mn). La lecture des lames a été faite sur plusieurs temps :

d’abord au plus faible grossissement  (10×) pour attester de son homogénéité et

rechercher une zone de lecture correcte, puis au grossissement intermédiaire pour le
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comptage cellulaire et finalement le plus fort grossissement (400×), (1000×) pour

confirmer le type cellulaire présent [Ahmadi et al., 2006b., Betsch.,  1992].

L’examen microscopique nous a permis la mis en évidence des cellules suivantes :

polynucléaires neutrophile (PNN), cellule épithéliale (CE) et cellules épithéliales à larges

vacuoles  (CELV).  Cent  cellules  sont  compter  par  frottis,  pour  être  compter,  une  cellule

devait avoir un contour nucléaire et cytoplasmique visible et intègre. Ne sont pas comptés

: les cellules anucléées (hématies et squames).

Lors d’impossibilité de lecture de la lame (nombre de cellules insuffisantes,

contamination trop importante, etc…) on fait recours a la lame jumelle.

I. 2.  7.   Analyses statistiques

L’analyse statistique a été réalisée à l’aide du logiciel Graphpad prism 5.  L’analyse

de la variance (ANOVA I) a été employée pour comparer des moyennes de variables

continues entre les groupes. L’homogénéité de la variance entre groupes  est vérifiée par

le  test  de  Bartlett.  Dans  le  cas  où  ce  test  est  significatif  (P<  0.05),  la  distribution  a  été

normalisée par la transformation  appropriée (logarithmique, la racine des carrés) où

nécessaire. Lorsque ce test s’avère non significatif (P>0.05), les résultats ont été soumis  à

un poste test  du Tukey pour comparer les  moyennes entre chaque  groupe.

Le nombre des IA est comparé par le test T (Student). L’homogénéité de la variance

est vérifiée par le test F. Les résultats sont exprimés en  (moyenne ±SEM).  La différence

statistique a été considérée significative  quand P < 0,05.
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Au cours de l’expérimentation, cinq  vaches issues du deuxième groupe  ont été

exclues de l’étude en raison de l’absence du mucus cervical. Il faut signaler en core

l’hétérogéneité de la quantité de la glaire entre les différents dosages, en raison de la

petite quantité récoltée chez certaines vaches.

II. 1. Propriétés biochimiques de mucus cervical de la vache

Les résultats concernant les propriétés biochimiques de mucus cervical de la vache

sont présentés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 3. Paramètres biochimiques du mucus cervical bovin.

 Paramètres biochimiques

Numéros des groupes

P1

(N=25/25)*

2

(N=10/15)*

3

(N=5/10)*

Phosphatase alcaline (UI/g) 0,946 ± 0,20 1,310 ± 0,33q 0,98 ± 0,30 0.63

Lactate déshydrogénase (UI /l) 6,52 ± 0,66a 13,29 ± 2,15b 4,98 ± 1,59a 0.003

-amylase (UI/l) 14,75 ± 0,959a 15,13 ± 1,6a 13,36 ± 2,60 0.85

Glucose (mg/100 ml) 7,04 ± 1,28a 11,37 ± 1,7a 7,53 ± 1,15a 1.15

Cholestérol (mmol/l) 0,09 ± 0,02ad 1,13 ± 0,30bc 0,07 ± 0,05ad <0.05

Fructose (µg/ml) 6.42 ± 0.66a 8.86± 1.18a 6.47± 1.54a 0.17

Protéines totales (µg/ml) 1174 ± 33,10a 1481 ± 107,8bc 1157 ± 69,09ad <0.05

()* : Nombre de vaches utilisées/ nombre de vaches recrutées.
a, b, c: comparaison entre  moyennes des groupes (1.2.3)  avec un seuil de signification (P < 0.05).

II. 1. 1.  Phosphatase alcaline

C’est une phosphomonoestérase, catalyse l’hydrolyse de phosphate de divers

esters et libère une molécule de  phosphate inorganique. Elle a été détectée dans le liquide

folliculaire de la vache [Caravaglios et Cilotti., 1957]. Au niveau du  cervix, elle est

secrétéé principalement dans le cytoplasme des cellules basales et celles sécrétrices du

mucus au niveau de la muqueuse cervicale [Gould et al., 1980].

Leur activité est liée inversement à la taille du follicule présent dans l’ovaire

[Kenney., 1973 ; Wise., 1987], pour cette raison elle a été utilisée comme  un  indicateur de

l’atrésie folliculaires [Henderson et Cupps, 1990]. Une  corrélation négative entre l’activité

de  la   PAL  et  la  fertilité  des  vaches  à  œstrus  naturel  ou  synchronisées  a  été  rapportée

[Prasad et al., 1981].
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      L’analyse statistique de nos  résultats indique que  l’activité de l’enzyme en

question   n’est  pas  significativement  différente  entre  les  trois  groupes  (P=0.63).  Ces

résultats sont similaires rapportés par d’autres études [Prasad et al., 1981 ;  Tsiligianni et

al., 2003].

D’après de nombreux auteurs, la concentration de cette enzyme dans la glaire

cervicale  est liée étroitement au statu hormonal [Smith et al., 1970 ; Eltohamy et al., 1990],

elle est doublée  chez les vaches à œstrus naturel et triplée en cas de synchronisation à

base de PGF2    entre le 9éme et le 18éme  jours puis elle diminue en 19éme jours pos-eostral

[Prasad et al., 1981]. Les mêmes changements ont été constatés chez des femmes qui

reçoivent des contraceptifs à base des progestérones [Vanlinkenberg., 1953 ; Smith et al.,

1970].

L’activité  de  la  PAL  a  été  étudié  dans  les  sécrétions  utérines  pendant  les

différentes  phases  du  cycle  œstral  chez  la  vache,  ou  il  a  été  constaté  que  cette  enzyme

présente une activité intense au cours de la phase lutéale comparée à  la phase folliculaire

[Bugalia et Sharma., 1990, 2001]. Cette diminution liée directement à l’augmentation de la

concentration des ostéogènes [Schultz et al., 1973].

      La concentration de la PAL obtenue dans notre étude était un peu élevée chez le

groupe 2 (1,310 ± 0,339 U/g), que celle du  groupe 3 (0,989 ± 0,306 U/g) et groupe 1

(0,946 ± 0,209 U/g) ceci s’explique, en partie, à l’effet de traitement de synchronisation

sur le statu hormonal de  vaches. En effet  dans le protocole CRESTAR®, les œstrogènes

administrés au début du traitement assurent le contrôle de la phase lutéale grâce à leur

activité antilutéotrope et lutéolytique.

Cependant, cette activité n’est pas efficace, si le traitement commence entre J0 et J4

du cycle, le corps jaune peut persister dans 14 à 85 % des cas [Grimard et al., 2003]. C’est

pourquoi il est préconisé d’injecter par voie intramusculaire de la PGF2  ou ces analogue

(2  mL  de  PROSOLVIN®)   48  heures  avant  le  retrait  de  l’implant,  afin  de  lyser  un

éventuel corps jaune [Ennuyer., 2000].

Dans notre étude, nous n’avons  pas utilisé  PGF2 , ni ces analogues dans le

protocole de CRESTAR®, ce qui a conduit probablement à des concentrations élevées de

progestérone endogène au moment du retrait de l’implant, et donc une légère

augmentation de la concentration de la PAL.
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   Par contre, chez le groupe3, l’utilisation de PGF2  (deux injections) a entrainée la

lyse du corps jaune éventuellement présent, d’ou la diminution du taux de progestérone et

la levée du rétrocontrôle négatif sur l’axe hypothalamo-hypophysaire et par conséquence

l’augmentation de l’oestradiol-17  plasmatique généralement 72 h – 90h après la

deuxième injection [Grimard et al., 2003], tout  dépend du stade où se trouve le futur

follicule dominant au moment de l’injection [Ennuyer., 2000].

Il est donc probable que  le taux  élevé des œstrogènes  joue un rôle dans la

diminution de l’activité de PAL dans les groupes 1 et 3 [Gould et Ansari., 1981 ;

Tsiligianni et  al., 2003].

II. 1. 2. -amylase

Enzyme de 46-60 kDa, catalyse l’hydrolyse du  glycogène, amidon  et dextrines au

niveau de la liaison  (1-4) glucose. Elle est  présente dans tous les tissus et les liquides

biologiques principalement dans le sperme, sécrétions tubaires et le mucus cervical

[Esterhuizen et al., 1995 ; Tsiligianni et  al., 2003]. Sa présence dans la glaire cervicale joue

un rôle important dans la fertilité chez différentes espèces [Skerlavay et al., 1968 ;

Esterhuizen et al., 1995].

Selon Vermeiden et al. (1989), le traitement  des spermatozoïdes  par -amylase

améliore le mouvement de sperme et le taux de gestation chez la femme, cette

amélioration due à un effet de la concentration de cette enzyme sur  certains  paramètres

physiques du mucus, essentiellement : la cristallisation et spinnaperkeit.

En effet, lorsque la teneur de mucus en enzyme est élevée (75 mg/ml), ces deux

paramètres sont considérablement réduits ou même inexistants, produisant  plus ou moins

d’anomalies marquées  de fertilité.

Dans notre étude, l’activité de  -amylase ne présente aucune différence

significative entre les trois groupes (P = 0.85), ce résultat est en accord avec celui obtenu

par [Tsiligianni et  al., 2003].

D’après le tableau N°3, nous remarquons une légère diminution de la teneur de

l’enzyme en question chez les vaches du troisième groupe que celles des autres groupes.

Ceci pourrait être lié à la levée de l’inhibition exercée par la progestérone sous l’effet de
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la  PGF2 , la sécrétion de GnRH reprend alors [Thibault et Levasseur., 2001]. Il en résulte

une augmentation du taux d’œstradiol-17  plasmatique 48 h -72h après injection et par

conséquence la synthèse et la libération de LH [Bachlaus et al., 1979].

 Plusieurs auteurs ont constaté que l’activité de -amylase est sous l'influence

hormonale [Skerlavay et al., 1968 ; Sheth et al., 1975]. Elle est relativement élevée pendant

la phase folliculaire et lutéale du cycle, et plus basse au moment de l’ovulation, cette

chute peut être coïncide avec le taux élevé de l'œstrogène [Skerlavay et al., 1968 ;

Tsiligianni et  al., 2003].

En revanche, l'administration  des progestagènes a eu comme conséquence une

augmentation significative de  -amylase cervicale [Sheth et al., 1975].
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Figure 15. Concentration de lactate déshydrogénase de la glaire cervicale pendant un œstrus

naturel et synchronisé.

II. 1. 3. Lactate déshydrogénase

La déshydrogénase lactique est une enzyme  impliquée dans l’étape finale de la

glycolyse anaérobie ;  elle catalyse la conversion réciproque de pyruvate et de lactate

accompagnée de la conversion concomitante de NADH et de NAD. Elle présente une

grande diversité dans les tissus et l’oviducte [Holmdahl et Mastroianni, 1965; Restall et

Wales, 1966], ovocyte [Brinster., 1973 ; Engel et Petzoldt., 1973] et le cervix [Tsiligianni et

al., 2003].

Il a été constaté d’après une étude cytochimique de la muqueuse  cervicale que

cette enzyme cytoplasmique secrétée principalement par les cellules basales, sécrétrices et

ciliées,  tout au long du cycle œstral [Could et al.,  1980].
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      D’après nos résultats, l’activité de la  LDH a montré une différence très

significative (P=0.003) entre le deuxième  groupe et les deux autres groupes de vaches.

Par contre selon Tsiligianni et  al. (2003), aucune différence significative entre  les vaches

à œstrus  synchronisé par la prostaglandine ou la progestérone  n’a été constatée.

L’hypothèse proposée pour expliquer cette différence serait la différence entre  les

méthodes de synchronisation appliquées dans les deux études;  dans notre travail, nous

avons utilisé un implant « CRESTAR® », par contre,  dans l’étude de Tsiligianni et al.

(2003) un dispositif intra-vaginale « PRID » a été utilisé.

Les raisons pour lesquelles des différences  ont été constatées dans notre étude peut

être attribuer à l’action des traitements de synchronisation sur la sécrétion des  hormones

stéroïdiennes [Tsiligianni et  al., 2003]. En effet, de nombreuses études ont montré que  les

œstrogènes diminuent l’activité de la LDH, à l’inverse des progestérones l’augmentent

[Clark et Yochim., 1971; Treves et al., 1986].

Takehisa (1980) a étudié le lien qui pouvait exister entre  l’activité  catalytique de

LDH et le pic préovulatoire de LH, il a constaté que cette activité  était inversement

proportionnelle au pic LH.

 L’effet de l’implant sur l’endocrinologie de la vache a été constaté par Grimard et

al. (2003), administré en début de cycle (à partir du cinquième jour), les œstrogènes, ont

une activité antilutéotrope, ainsi  en présence d’un corps jaune fonctionnel, il ont une

action lutéolytique.

Cependant, cette activité n’est pas systématiquement efficace, surtout si la pose

d’implant commence entre J0 et J4 du cycle, le corps jaune naturel peut persister après le

retrait de progestagène dans 14 à 85 % des cas [Pratt et al., 1991 ; Burns et al., 1993 ;

Kesler et al., 1997]. Dans ce dernier cas, et sur le plan endocrinien, le taux de progestérone

reste élevé et celui d’œstradiol pré-ovulatoire devient bas.

De Rensis et Scaramuzzi (2003),  ont décrit que l'amplitude des pulses et la

concentration plasmatique de LH diminuent chez les vaches avec une faible concentration

d'œstradiol contrairement à celles en possédant davantage.
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II. 1. 4. Glucose

Le glucose constitue la source essentielle d’énergie pour l’organisme, permet la

synthèse des lipides, des acides aminés et du matériel nucléaire [Thibault et Levasseur.,

2001]. Il est, en effet, présent avec des concentrations élevées dans le liquide séminal dont

il participe à la  motilité [Hoppe., 1976 ; Cooper., 1984] et la capacitation des

spermatozoïdes [Fraser et Quinn., 1981 ; Fraser et Herod., 1990; Williams et Ford., 2001].

Cependant, l’effet du glucose sur le métabolisme énergétique de la cellule

spermatique se diffère entre  espèces. Par exemple, il est  censé pour empêcher la

capacitation chez les bovins [Parrish et al., 1989],  mais il la favorise chez d’autres espèces

[Travis et al., 2001] .

Les spermatozoïdes assurent le métabolisme du glucose par deux voies : la

glycolyse (la gaine fibreuse de flagelle), et la  voie de phosphate de pentose (la tête et la

pièce intermédiaire du spermatozoide) [Travis et Kopf., 2002 ; Urner et Sakkas., 2003].

La présence du glucose dans les sécrétions cervicales et utérines a été constatée

par plusieurs auteurs [Guay et al.,  1972  ;  Van  der  Linden et al., 1992 ; Tsiligianni et   al.,

2001], toutefois, cet élément, se retrouve en plus grande concentration dans l’utérus que le

cervix au moment de l’œstrus [Guay et al., 1972 ; Tsiligianni et  al., 2001].

Cette différence s’explique par la présence d’autres substances énergétiques dans

le mucus cervical tels  que  le  pyruvate,  acétate,  fructose,  lactate.  En  effet,  les

spermatozoïdes des taureaux utilisent d’avantage l’acétate que le glucose pour couvrir

leurs besoins énergétiques, il semble que le pyruvate étant le plus oxydé que l’acétate

[Scott et al., 1962 ; Murdoch et al., 1966].

Classiquement, le glucose, considéré comme un facteur de variation notable de la

fertilité chez la femme, en effet, la diminution de sa teneur dans la glaire cervicale au

moment de l’ovulation,  était responsable de l’infertilité [Navarette et al., 1968; Weed et

Carrera. ,1970].

      En revanche, la concentration de glucose mesurée dans notre étude ne présente

aucune différence significative entre les différents groupes (P = 1.15). Ces résultats sont

similaires, en partie, à ceux observés par Tsiligianni et  al. (2001) et différents ceux

obtenus par Bane et Rajakoski (1961) dans une étude de la glaire cervicale chez la femme.
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Cependant, la concentration du glucose chez le groupe synchronisé à base  d’un

implant obtenu dans notre étude était de (11,37 ± 1,7 mg/dl), ce qui est inférieurs à celui

obtenu par Tsiligianni et  al., 2001 lors de l’utilisation  d’un spirale vaginal (PRID) à base

des progestagènes (16 ± 3.2 mg/ 100ml).

Ce  taux  élevé  peut  être  lié,  en  partie,  principalement  à  la  concentration  de

progestérone plasmatique [Van Der Linden et al., 1992]. En effet, la concentration du

glucose montre des variations cycliques dans les sécrétions utérines de la vache et

cervicales de la femme, elle est basse pendant la phase ostrogénique et plus élevée au

cours de la phase lutéale, avec une chute remarquable au moment de l’ovulation [Guay et

al., 1972 ; van der Linden et al., 1992] .

La race et la note d’état corporelle peuvent influencer la réponse aux traitements de

synchronisation des chaleurs. Il  a été observé par Burke et al. (1996), une  corrélation

positive entre la note d’état corporel et le taux de synchronisation.

II. 1. 5. Fructose

C’est l’hexose   prédominant trouvé dans le liquide séminal de nombreuses

espèces, tels que, l’homme, bélier, taureau et lapin. Il participe au métabolisme

énergétique des cellules spermatiques [Schoenfeld et al., 1979 ; Aalseth et Saacke., 1987 ;

Aumuller and Riva., 1992] , même en l’absence des enzymes réducteurs, le cas du chien

[Mann, 1964].

Selon Lewis-Jones et al. (1996), il existe une corrélation négative entre la motilité

des spermatozoïdes et la concentration du fructose dans le liquide séminal. La principale

voie du métabolisme du fructose par les spermatozoïdes du taureau  est  la

phosphorylation oxydative. Leur  présence dans le mucus cervical a été détectée par de

nombreuses études [El Naggar et Horvath., 1971 ; Gibbons et al., 1974 ; Tsiligianni et  al.,

2001].

       Les  traitements  de  synchronisation  des  chaleurs  utilisés  dans  notre  étude   ne

semblent pas avoir une influence sur la concentration du fructose du mucus cervical chez

les différents groupes (P= 0.17).

Tsiligianni et  al. (2001), ont trouvé des résultats similaires, par contre El-Naggar

et  Horvath (1971) ont rapporté des valeurs très élevées du fructose chez lez  vaches à

œstrus spontané, alors que Gibbons et al. (1974) n’ont  pas  pu  détecter  la  présence  de  cet
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élément dans la glaire cervicale au moment d’œstrus. Nos résultats ne peuvent être

comparés à ceux des autres études [El-Naggar et Horvath., 1971 ; Gibbons et al., 1974],

parce qu’ils ont utilisé des méthodes non spécifiques pour le dosage du fructose

[Tsiligianni et  al., 2001].

     Cependant,  Il ressort du tableau N°3,  que la concentration du fructose chez les

vaches du groupe 2 est élevée (8.86± 1.18 µg/ ml) comparativement à celle du groupe 1

ou 3 (6.42± 0.66 µg/ ml ; 6.47± 1.54 µg/ ml respectivement).

Cette différence peut être due aux effets des traitements de synchronisation sur

l’endocrinologie des vaches, sachant que la progestérone augmente la concentration du

fructose dans le mucus cervical [Van Der Linden et al., 1992].  En effet, pendant la phase

lutéale le taux de cet élément augmente jusqu’au 17éme jour du cycle, puis elle diminue

progressivement, pour atteindre  un faible taux au moment d’œstrus [Zaaijer et  Van Der

Horst., 1983] .
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Figure 16. Concentration de cholestérol dans la glaire cervicale pendant un œstrus naturel et
synchronisé.

II. 1. 6. Cholestérol

C’est le stérol le plus abondant dans les tissus animaux et  la source de la  plupart

des hormones stéroïdiennes. Il joue un rôle crucial dans le phénomène de capacitation. En

effet, des études récentes ont démontré la présence des microdomaines sur la membrane

des spermatozoïdes chez la plupart des mammifères, aussi appelés « lipid rafts », enrichis

en cholestérol et en sphingolipides, au niveau du feuillet externe de la membrane

plasmique [Arienti et al.,  1997 ; Palmerini et al., 1999, 2003 ; Girouard et al., 2008].
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Ces microdomaines, souvent, associés à des vésicules ayant un ratio

cholestérol/phospholipides élevé avec la sphingomyéline comme phospholipide

majoritaire appelé épididymosome [Girouard et al., 2008].

 Puisque le cholestérol  a un effet stabilisant sur les membranes [Yeagle., 1985],  sa

présence dans le milieu ou se trouve le spermatozoïde provoque sa décapacitation [Ward

et Kopf., 1993 ; Visconti et al., 1999 a, 1999b].

     D’après nos résultats, il semble que le cholestérol de la glaire cervicale est affecté

par l’utilisation des traitements de la synchronisation. Dans ce contexte, nous avons

détecté, des différences très significatives (P=0.006) entre les moyennes des groupes de

vaches à œstrus naturel et synchronisé par un progestagéne, ainsi nous avons observé des

variations  très  significatives  en  concentration  du  cholestérol  entre  le  deuxième  et  le

troisième groupe (P<0.01).

Tandis que,  aucune différence significative n’a été constatée entre le groupe à

œstrus naturel et celui synchronisé par des analogues de la prostaglandine F2  (P 0.05).

Ces résultats sont similaires à ceux observés par Tsiligianni et  al. (2001). Par

contre Zaaijer et al. (1993), ont  montré  que  lors  de  l’utilisation  de  PRID  et  PGF2  la

teneur en cholestérol cervicale  n’est  pas affectée.

 Il faut signaler que le mucus cervicale  utilisé par ces derniers auteurs est collecté

72 h après le retrait de PRID.  Mais ce n’est pas le cas dans la présente étude, dont nous

avons utilisé des implants, ainsi la  collecte du mucus a été  réalisée sur chaleurs

observées généralement dans un intervalle moyen de 48h  après le retrait d’implant et 56h

après la deuxième injection des prostaglandines F2 .

 Cette différence peut être influencée par  le statu hormonal des vaches. En effet,

la concentration du cholestérol dans le mucus cervical présente des variations cycliques

liées à la teneur de progestérone plasmatique,  elle est très élevée  12 jours après l’œstrus,

et plus basse au moment d’œstrus [Zaaijer et Van Der Horst., 1983].
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Figure 17. Concentration des protéines totales dans la glaire cervicale pendant un œstrus naturel
et synchronisé.

II. 1. 7. Protéines totales

Elles  servent  de  squelette aux  enzymes et hormones, des  molécules du transport

des vitamines, d’hormones stéroïdiennes et de minéraux et possiblement des modulateurs

de l’activité génétique et la signalisation cellulaire [Godkin et al., 1984, 1988].

Elles interviennent dans la structure et la physiologie du  mucus cervical. En effet,

la mucine est constituée de 40% à 80% d’acides aminés : proline, thréonine,  sérine

fortement glycosylés (O-glycosylation), ainsi elles jouent un rôle dans le phénomène de

capacitation par le biaie des albumines (accepteurs de cholestérol de la membrane

cytoplasmiques des spermatozoïdes) [Focarelli et al., 1990 ; De Lamirande et al., 1997;

Therien et al., 1999; Visconti et al., 2002].

            Le taux des protéines totales du mucus cervical obtenue dans notre étude,

montre une différence significative entre les vaches  du premier groupe  et celles du

deuxième groupe (P< 0.004) ainsi entre ce dernier et le troisième groupe (P<0.05). Cette

constatation était en accord avec celle de plusieurs auteurs [Prasad et al., 1980, 1981 ;

Tsiligianni et al., 2001].

Les valeurs obtenues pour l’œstrus naturel sont similaires à ce qui est rapporté

dans la littérature [Hamana et al., 1971 ; Linford ., 1974 ; Eltohamy et al., 1990]. Cette

différence  peut s’expliquer par le niveau élevé des progestérones plasmatiques suite à

une régression insuffisante du corps jaune après les traitements de synchronisation au

moment du  prélèvement.
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Toutefois, Prasad et al. (1981), ont constaté que le taux des protéines du mucus

cervical reste élevé comparable à celui de metoestrus lors de la présence d’un corps jaune

fonctionnel au moment de l’œstrus après un traitement de synchronisation. Ainsi, d’après

le même auteur, la concentration des protéines cervicales diminuent à moitié puis en un

huitième au cours du premier et le troisième jour respectivement après l’arrêt du

traitement de synchronisation.

Des corrélations entre les hormones stéroïdiennes et la teneur de ces protéines ont

été rapporté, car la plus basse concentration étant rencontrée au moment de l’œstrus

[Linford., 1974 ; Agarwal et Datta., 1976 ; Agarwal et al., 1978].  Ainsi,  ils  ont   été

largement utilisé ce lien comme un indicateur de l’état hormonale et par conséquence de

l’ovulation chez plusieurs femelles [Tsiligianni et al., 2001].

II. 2. Profils  électrolytiques du mucus cervical de la vache

Les résultats concernant  les profils électrolytiques du mucus cervical des vaches

au  cours d’un œstrus naturel et synchronisé sont représentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 4. Profils électrolytiques du mucus cervical de la vache au  cours d’un œstrus naturel et
synchronisé.

Taux des électrolytes (mEq/l)

Numéros des groupes

P1

 (N=25/25)*

2

(N=10/15)*

3

(N=5/10)*

Sodium (Na+) 141.2 ± 0.32a 128.6 ± 0.41b 142 ± 0.56a < 0.0001

 Chlore (Cl-) 127.4 ± 2.4a 124.3 ± 1.16b 134.9 ± 1.85a < 0.01

Potassium (K+) 22.98 ± 0.6a 40.99 ± 0.96b 26.02 ± 0.45a < 0.0001

Calcium (Ca++) 15.52 ± 0.48a 10.47 ± 0.77b 17.80 ±0.48a < 0.0001

()* : Nombre de vaches utilisées/ nombre de vaches recrutées.
 a, b, c: comparaison entre  moyennes des groupes (1.2.3)  avec un seuil de signification (P < 0.05).

Le Sodium  et  le  Chlore  ont un rôle vital dans le maintien de la pression

osmotique des liquides physiologiques. Ces ions sont localisés en grande partie en

milieux extracellulaire, où le plasma renferme 149 mEq/l de Na et 103 mEq/l pour le Cl

[Jean-Blain., 2002], presque les mêmes valeurs (150 mEq/l de Na et 145 mEq/l  de Cl) ont

été détectées dans la glaire cervicale par Sato et al. (1981).
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 Il a été rapporté que le Sodium sanguin n’est pas la source unique du sodium

cervicale, mais sa présence en grande quantité résulte de  sécrétions propres  des cellules

cervicales [Igarashi., 1954]. Gorodeski (1998), a  constaté  que  la  concentration  élevée  de

l’œstradiol sanguin provoque une augmentation de la perméabilité des cellules sécrétrices

de l’épithélium cervical.

Le calcium est un constituant important dans le milieu des spermatozoïdes afin de

permettre un bon déroulement de la capacitation et prévient sa motilité [Baldi et al., 1991;

De Lamirande et Gagnon., 1995] . Par conséquent, les concentrations de cet ion sont plus

élevées dans le plasma séminal et dans les sécrétions génitales femelles [Olds et

Vandemark., 1957 ;  Gould et Ansari., 1981 ;  Handrow et al., 1989 ; Mende et al., 1990 ;

Tsiligianni et al., 2002].

L’entrée du Calcium dans le milieu intra-spermatique est assurée par des canaux

calciques voltage-dépendants après avoir inactivé la pompe  à calcium et celle de sodium-

calcium [Das Gupta et al., 1994 ; Fraser et al.,1993,1995 ], ce qui conduit à une

hyperpolarisation membranaire.

Cette entrée ou influx calcique ne serait possible que lors de l’augmentation de la

perméabilité et la déstabilisation membranaire, suite à un efflux lipidique principalement

du  cholestérol lors du passage des spermatozoïdes a travers le mucus cervical dont le rôle

est l’hyperactivation et l’initiation de la capacitation des spermatozoïdes [Bielfield et al.,

1991 ; Zhu et al., 1992, 1994].

Le potassium est le cation qui existe en plus grande concentration dans le secteur

intracellulaire, principalement au niveau de la mitochondrie, où il participe à la formation

de l’ATP, en plus, il  maintien l’équilibre acido-basique des liquides physiologiques

[Guayt., 1966b ; Jean-Blain., 2002], responsable de l’hyperpolarisation membranaire, qui

participe dans le déroulement de la capacitation et hyperactivation  des spermatozoïdes

[Fraser et al., 1993].

En effet,  le potentiel membranaire des spermatozoïdes du taureau  était 30 mV

avant et 60 mV après la capacitation, suite à l’augmentation de l’influx potassique dans le

milieu intra-spermatique [Zeng et al., 1995].
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Cependant, une concentration élevée de Potassium dans le plasma séminal conduit

à une diminution de la motilité des spermatozoïdes [Nelson., 1967], suite à une

dépolarisation de leur membrane cytoplasmique [Haas et al., 2000 ; Jacob et al., 2006].

Ce cation intervient aussi dans la régulation de la pression osmotique des liquides

physiologiques dont le mucus cervical, où  80% de cette pression est due au sodium et

potassium [Olds et Vandemark., 1957].

De ce fait, tout  changement  des concentrations de potassium du mucus cervical

peut entraver la reproduction [Guayt., 1966b]. Ce dernier auteur a  considéré  cet ion

comme une image réelle de stade physiologique de l’animal.

     Les résultats statistiques de notre  étude ont montré une diminution significative

de la teneur de sodium, calcium (P<0.0001) et de  chlore (P<0.01) ainsi une augmentation

(P<0.0001) du taux de potassium   dans le groupe 2 que dans les deux autres groupes.

Il faut souligner que le premier et troisième groupe ne présente aucune différence

significative entre eux (P 0.05). Le taux de (Cl), (Na) et de (Ca) obtenu dans la présente

étude chez le premier et le troisième groupe n’est pas significativement différent de celui

rapporté par Guayt (1966a ;  1966c ).

Cependant, la concentration de potassium (40.99 ± 0.95 mEq/l) dans le deuxième

groupe était supérieure à ce qui est rapportée dans la littérature [Guayt., 1966b ; Eltohamy

et al., 1990]. Par exemple, Sato et al. (1981), ont observé dans leur étude  que la

concentration de  potassium était (40 mEq/l) au moment de l’injection de la PGF2  chez

des vaches dont le diamètre du corps jaune est 2.5 cm, cette teneur  s’baisse en moitié au

moment de 1'œstrus (20 mEq/l).

 Par ailleurs, Tsiligianni et al.  (2002), ont  constaté que les traitements de

synchronisation  quel   soient  à  base  de  progestérone  (PRID)  ou   de  PGF2  sont

responsables d’une augmentation de la concentration à la fois de calcium et de potassium,

mais ils  ont aucun effet sur la teneur de sodium (P 0.05).

 D’après Sato et al. (1981),  l’utilisation de traitement de synchronisation à base de

PGF2   n’a  pas  d’effet  sur  les  teneurs  de  (Cl)  et  de  (Na)   et  (K)  du  mucus  cervical  des

vaches après l’arrêt du traitement.
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Un  taux   élevé  de  ces  ions  chez  des  vaches  en  proestrus  (Na  (150  mEq/l)  et  Cl

(110 mEq/l)) a été obtenu avec un pic au moment de l’ovulation (200 mEq/l de Na et 120

mEq/l pour Cl), par rapport à celles étant en metoestrus (120 mEq/l de Na et 110 mEq/l

pour Cl).

Plusieurs études ont prouvé que le profil électrolytique de la glaire cervicale subit

des changements cycliques, tout dépend du statut hormonal de la femelle [Kopito et al.,

1973 ; Gould et Ansari., 1981; Eltohamy et al., 1990].

En effet, le taux élevé des œstrogènes était responsable d’une élévation de sodium,

chlore, calcium et zinc avec une diminution de potassium. Par contre, lorsque les

progestérones dominent, la concentration de potassium était significativement élevée par

rapport aux autres éléments [Eltohamy et al., 1990 ; Guayt,1966a, 1966b, 1966c ].

      Le mécanisme physiologique impliqué dans ses changements a été étudié

récemment par plusieurs études [Gorodeski et Pal., 2000 et Gorodeski., 2000a, 2000b].

Il a été rapporté que l’augmentation des œstrogènes était responsable des

changements de la taille des cellules de l’épithélium cervicale suite à une

dépolymérisation des filament d’actine-G du cytosquelette [Sheterline et al., 1995; De La

Cruz et  Pollard., 1996 ] et une élévation de la perméabilité membranaire pour les ions Na+

et Cl- [Hardy et Valverde., 1994 ; Gorodeski  GI., 2000c] ainsi une augmentation de

calcium cytoplasmique par l’intermédiaire des histamines et des neurotransmetteurs

[Jovov et al., 1994]. Ceci provoque une augmentation de la sensibilité des cellules et une

diminution de volume (eau intracellulaire) et par conséquence, l’élevation de la teneur

d’eau dans le milieu extracellulaire.

Cette déformation cellulaire rend donc la perméabilité paracellulaire élevée et par

conséquence le transport des électrolytes du sang au canal cervical par transport passif

était à son maximum suite à l’augmentation de la taille de l'espace intercellulaire

[Gorodeski., 2000a].

Donc,   la  différence  du  taux  des  électrolytes  qui  a  été  constaté  dans  la  présente

étude entre le deuxième et les autres groupes  peut être expliquée, en partie, par une
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altération de la teneur des œstrogènes suite à une utilisation de l’implant imprégné par des

progestagènes.

      Plusieurs facteurs tels que les conditions climatiques, alimentaires, l’état corporel

et la cyclicité avant la pose de traitement de synchronisation peut être impliqués dans ce

déséquilibre hormonale.

En effet,  lorsque la pose de l’implant a été effectuée tôt au début du cycle, l’effet

lutétrope et lutéolytique des œstrogènes sur un corps jaune au début de formation sera

inhibé [Beal et al., 1988 ; Brink et Kiracofe.,  1988 ; Smith et Stevenson., 1995].

 Par ailleurs, de nombreuses études ont établi que, une balance énergétique

négative conduit à un développement folliculaire imparfait et une manifestation des

chaleurs  faibles,   suite  à  une  inhibition   de  la   libération  pulsée   principalement  de  LH

[Lucy et al., 1992 ; Jonsson et al., 1997 ; Moreira et al., 2000a ; Ronchi et al., 2001 ; De

Rensis et al., 2002].

Il faut signaler que selon Richards et al. (1995), l’état nutritionnel de l’animal ne

modifiait pas les concentrations plasmatiques des hormones stéroïdiennes. Ainsi,  selon le

jour du cycle où le traitement s'applique, on constate que le développement et la

dynamique folliculaire peuvent être affectés et les profils plasmatiques en progestérone

sont modifiés [Moreira et al., 2000b].

Le stress thermique joue aussi un rôle important dans la réponse des vaches aux

traitements de synchronisation [Gilad et al., 1993 ; Roth et al., 2000]. Il semble que les

vaches exposées à des températures élevées montrent des concentrations plasmatiques

basses en œstradiol [Imitiaz-Hussain et al., 1992 ; Younas et al., 1993].

Donc  lorsqu’on synchronise à l’aveugle un groupe d’animaux dans ces

conditions,  certains entre eux ne seront pas au moment optimal en début  de traitement ni

au moment de l’insémination artificielle.

      Il faut signaler que la collecte du mucus cervical chez les vaches appartiennent au

groupe 2 dans  la présente étude  a été réalisée en grande partie en période estivale où la

température est très élevée. En plus,  l’œstrus a été évalué par  les éleveurs.
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Ces circonstances de terrain peuvent dévier le moment optimal de l’insémination.

Pour déterminer plus précisément le moment d’œstrus, surtout en période estivale, il

aurait été intéressant d’intensifier les heures d’observation des animaux ainsi que

l'utilisation d'autres moyens de détection tels que le  dosage de progestérone  afin de

mettre en évidence la présence d’un éventuel corps jaune [Humblot et al., 1996 ; Chevallier

et al., 1996]. Cette démarche n’a pas été adoptée  dans notre travail.

II. 3. Propriétés rhéologiques et physiques du mucus cervical

Les résultats concernant les propriétés rhéologiques et physiques de mucus

cervical des vaches au cours d’un œstrus naturel et synchronisé, sont présentés dans le

tableau ci-dessous :

Tableau 5. Propriétés rhéologiques  et physiques du mucus cervical des vaches  au  cours d’un
œstrus naturel et synchronisé

Propriétés rhéologiques

Numéros des groupes

P1

(N=10/25)*

2

(N=5/15)*

3

(N=5/10)*

Cristallisation (0- 4) 2.40 ± 0.33a 1,00 ± 0.31b 2,6 ± 0.40a 0.003

 Spinnbarkeit (cm) 10.17 ± 0.52a 7.54 ± 0.22b 9.9 ± 0.33a < 0.0001

Viscosité (mmH2O) 25.87± 1.03a 44.5 ± 0.70b 26.14 ± 0.52a < 0.0001

()* : Nombre de vaches utilisées/ nombre de vaches recrutées.
 a, b : comparaison entre  moyennes des groupes (1.2.3)  avec un seuil de signification (P < 0.05).

Sa nature et sa structure confèrent au mucus cervical des propriétés physiques

spécifiques telles que la cristallisation, l’indice de réfraction (plus bas en période

ovulatoire), le pH et le volume.

Ainsi  comme  tous les matériaux viscoélastiques, le comportement

rhéologique du  mucus est complexe (non  newtonien), il possède des propriétés

fortement  variables  oscillant   entre  un   liquide  visqueux   et  un  élastique  solide,

conditionnant les modalités de son écoulement.

Parmi ces propriétés, l’élasticité du flux, plasticité, viscosité et la filance

(spinabarkeit) étaient souvent employées pour décrire l'uniformité du mucus [López-

Gatius et al., 1994 ; Lai et al., 2009]. La filance et la cristallisation appariaient les

paramètres les plus utilisés en pratique à  cause  de  leurs  mesures  rapides.  Par  contre,  les
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autres propriétés rhéologiques qui sont d’un grand intérêt théorique, mais difficiles à

quantifier ne sont pas largement utilisés dans la pratique.

II. 3. 1. Cristallisation

C’est la capacité de la glaire a  former des arborisations dendritiques après le

séchage à l’aire libre d’un frottis. Il a été  constaté qu’elle n’est  pas d’un phénomène

permanent, ni homogène, mais elle montre des variations intenses selon le statut

physiologique de la femelle [Ježková et al., 2008 ; González et Evelin., 2009].

Les analyses cristallographiques ont prouvé clairement que les cristaux ayant

formés les dendrites se composent d'un mélange de NaCl et de KCl dans lesquels NaCl

est  le  principal  composant.  Généralement,   des  cristaux  de  KCl   ont  été  observés  à

l'extrémité des bras dendritiques  ou dans les intervalles interdendritiques [Berthou et

Chrétien., 1997].

      Nous constatons d’après nos résultats statistiques une corrélation positive (r =

0,85,  r  =  0,87,  r  =  0,91  et  r  =  0.81  pour  Na,  Ca,  Cl  et  K  respectivement)  et  hautement

significative (P<0.001) entre tous les électrolytes et la cristallisation chez les vaches à

œstrus naturel (Figure 19).

Cette même constatation a été rapportée par de nombreuses études [Sato et al.,

1981 ; Berthou et Chrétien., 1997]. Il a été suggéré que  la cristallisation  se produit dans

toutes les solutions contenant  des protéines ou autres  hydrocarbures (mucine) et les

électrolytes, principalement le chlorure  et le sodium [Cunningham et al., 1989].

      D’après le tableau (5), la cristallisation obtenue dans la présente étude était

significativement basse (P =0.003) dans le deuxième groupe que pour les deux autres

groupes.  La même constatation a été signalée par Ahmadi et al. (2005a) dans la glaire des

vaches en jours 8 et 5 avant la parturition.

Par contre, Tsiligianni et  al.  (2000a) ont  constaté  que  la  formation  des  dendrites

entièrement développées avec un aspect classique de feuille de fougère (forme typique)

était relativement  affectée  par l’utilisation des différents traitements de synchronisation

quelque  en soit avec PRID ou / et par  des PGF .

  Cette différence pourrait être un miroir de statu physiologique des ces animaux à

œstrus naturel ou induit [Bernhard Zondek et Samouel Rozin., 1954 ; Adams et Tang,
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1979]. En  effet,  la  formation  des  cristaux  typiques  sur  toute  la  lame  devient  de  plus  en

plus marquée lorsque l'ovulation se rapproche, ceci coïncide avec l'élévation de la

concentration de l’œstradiol 17    plasmatique et disparaît alors progressivement pendant

la phase lutéale en présence d’un corps jaune fonctionnel [Noakes et al., 2002 ; Ahmadi et

al., 2005a].

Selon Berthou et Chrétien., (1997), elle est liée à un bon fonctionnement hormonal

pendant la période ovulatoire. Donc n'importe quel déséquilibre hormonal se reflète sur

les propriétés du mucus et par conséquent la fertilité de la vache.

II. 3. 2. Viscosité

Le tableau (5) montre que la viscosité obtenue dans le groupe 2 est élevée (44.5±

0.70 mmH2O) comparable a celle du  premier groupe (25.87± 1.03 mmH2O) et  le troisiéme

(26.34 ± 0.43 mmH2O). De même, une différence  hautement significative (p<0.0001) a

été observée entre ces deux derniers groupes et le  deuxième groupe.

Une autre étude comparant l’effet des traitements de synchronisation à base de

progestérone (le PRID qui est un dispositif vaginal) ou de PGF2  chez la vache laitière, a

montré des différences hautement significatives (P<0,001) de la viscosité à l’œstrus induit

(respectivement « 64.5± 6.3 mmH2O », « 41.7±5.8 mmH2O» pour PRID et PGF2 ) et celui

naturel elle était (23.2 ± 1,1 mmH2O) [Tsiligianni et al., 2002].

Ces résultats sont supérieurs aux nôtres, dans le cas des groupes à œstrus induit

par  la  PGF2 .  La  faible  teneur  de  la  viscosité  qui  a  été  prouvée  dans  la  présente  étude

chez les vaches à œstrus naturel est largement signalée par plusieurs études [Roberts.,

1978 ; Hafez. B et Hafez. E., 2002].

 D’après nos résultats, le traitement a base des progestagénes augmente largement

la viscosité, cette constatation a été rapporté dans la littérature [Tsiligianni et al., 2000a,

2002].

L’effets des hormones stéroïdiennes [Everhardt et al., 1990], principalement

l’augmentation du taux de progestérone au moment du prélèvement de la glaire  pourrait

être réspensable de cette élévation de la viscosité [Hafez.B et Hafez. E., 2002].
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Il a été constaté que les traitements de synchronisation à base de progestérone

provoque une diminution du  pic LH ainsi une élévation du taux de progestérone

[Duchens et al., 1994].

       D’autres facteurs pourraient être impliqués dans le changement de la

viscoélasticité de la glaire principalement la concentration des glycoprotéines dans le

mucus, en particulier les résidus glucidiques, de l’acide sialique et le degré de sulfatation

[Lee et al., 2002 ; Nasir-ud-Din et al., 2003; Lai et al., 2009].

Ainsi des variations de la teneur des glycoprotéines et de l’acide sialique

paraissent être en relation étroite avec la progestéronémie : l’augmentation de cette

hormone  provoque chez la femme et la vache  une augmentation de la concentration de la

mucine [Gibbons et al., 1973] et de l’acide sialique [Agrawal and Datta., 1976], qui

appariaient responsables de la production d’une glaire opaque et plus visqueuse pendant

la phase lutéale ou lors de l’utilisation des traitements à base de progestérone [Gibbons et

al., 1973].

Cependant,  un taux élevé des œstrogènes lors de l’œstrus, diminuait la

concentration de ces deux molécules [Odeblad., 2002 ; Bansil  and Turner., 2006],  ce qui a

diminué la viscosité durant cette période [Madsen et al., 1998 ; Carson et al.,1998].

Nasir-ud-Din et al.  (2003), ont montré que le soufre et l’acide sialique  intervient

dans l’intégrité de la mucine, toute en empêchant leur dégradation par des protéases.

En effet,  le traitement de mucine par des dithiothreitol (DTT) (clivage des ponts

disulfures), était responsable de  la dissociation des multimètres de mucine en de

nombreux monomères. Dans ce cas, le gel qui se forme dans la plupart du temps est

visqueux et relativement  moins élastique [Nasir-ud-Din et al., 2003].

      Il  ressort  de  nos  résultats  qu’il  y  a  une  corrélation  négative  et  hautement

significative (P<0.001) pour sodium, chlore et calcium et d’un degré moindre pour  le

potassium (P=0.01) entre la viscosité et tous les paramètres électrolytiques (r = -0,92 ; r =

-0,97  ;  r  =  -0,92  ;  r  =  -0,70  respectivement  pour  sodium,  chlore,  potassium  et  calcium).

Cette constatation a été en contradiction avec celle obtenue par Tsiligianni et al. (2002).

 En revanche, de nombreuses études dans la littérature [Carlstedt and Cone., 2009 ;

Bansil  and Turner., 2006 ; Lai et al., 2009], ont montré que les variations de la
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concentration ionique principalement les bivalents tels que le calcium et magnésium

peuvent directement mener aux changements de la conformation de la mucine et par

conséquence de la viscoélasticité du mucus [Crowther et al., 1984 ; Steiner and Nossal.,

1984; Yeates and Besseris., 1997].

 En effet, Les concentrations élevées des cations polyvalents, tels que le calcium et

le magnésium, peuvent s'effondrer le gel du mucus entièrement et faciliter les

réticulations suite à la formation des liaisons non covalentes entre les monomères qui

aboutissent donc à l’augmentation de la taille de mucine [Raynal et al., 2003 ; Cone.,

2009].

Ainsi, Lee et al. (2002), ont constaté que  l’addition  d’un  agent  de  chélation

(EDTA) au mucus cervicale de la brebis, provoque une augmentation de la viscosité de ce

dernier. Ils ont conclus que le déplacement partiel du calcium ou l’ion du zinc  peut

causer une diminution de la déphosphorylation  des protéines et affecter le contenu des

macromolécules libres.

Ces variations semblent inversement proportionnelles à la quantité d'eau contenue

dans le mucus et proportionnelle à celle des protéines totales ; les valeurs les plus basses

de la viscosité ont été observées quand la dilution est plus grande et à la concentrations la

plus élevée des protéines [Lee et al., 2002].

).
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Figure 18. Relation entre la viscosité, la cristallisation et la concentration de sodium (a), calcium
(b), chlore (c) et potassium (d) dans la glaire cervicale bovine.

II. 3. 3. Spinnabarkeit

c’est la capacité de mucus à être étirée en longs filaments élastiques au cours de la

période ovulatoire [Tsiligianni et al., 2000a]. C’est une mesure très spécifique et indirecte

de l’élasticité dont le rôle  est  mesuré l’aptitude de gel a  récupérer sa forme originale

après une déformation provoquée par  un étirement [Lai et al., 2009].

 D’après les résultats statistiques de notre étude, nous remarquons  une

augmentation  hautement significative (p<0.0001)  de la spinnabarkeit  chez le deuxième

groupe de vaches par rapport au premier et au troisième groupe. Tandis que, aucune

différence n’a été constatée entre  ces deux derniers groupes (p >0.05).
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Ces  résultats   étaient  largement  supérieurs  à  ceux  obtenus  chez  la  brebis  par

Rexroad et al. (1977), qui ont utilisé 60 mg de 6- -methyl-17-  acétoxyprogestérone

(MAP) pendant 12 jours pour la synchronisation de l’œstrus (1.8 ±4.2 cm) ou injection

des œstrogènes pendant la phase lutéale (2.1± 9 cm).

 Les valeurs  de la filance les plus élevées durant l’œstrus naturel ont  été signalées

par plusieurs études dans la littérature [Rexroad et Barb., 1977]. Dans un autre travail,

Tsiligianni et al. (2000a), ont  montré  que  la  spinnabarkeit  a  été  basse  lors  de  l’utilisation

des PRID (3.1± 0.5cm) ou de PGF2  (4.7±1.0 cm). Cette propriété rhéologique dépend de

l’état physiologique de la femelle [Hafez.B et Hafez. E., 2002].

 Il a été remarqué, après traitement des femmes par un progestagéne, une

diminution de la spinability, l'absence de la cristallisation et le serrage des glycoprotéines

ont rendu le mucus collecté pendant l’ovulation  induite très semblable à celui élaboré

pendant la phase lutéale sous la dominance totale de  progestérone [Chretien et Dubois.,

1991].

      La différence entre  les traitements de synchronisation dans la présente étude

peut être attribuée à l’augmentation de la concentration des progestérones  et l’altération

de celle des œstrogènes, suite à une croissance folliculaire anormale après l’utilisation des

progestagénes [Chretien et Dubois., 1991 ; Tsiligianni et al., 2000a].

D’autre facteurs peuvent altérer la spinnabarkeit du mucus cervical,

l’augmentation de la concentration des électrolyte [Crowther et al., 1984 ; Steiner et al.,

1984] et des protéines dans la glaire [Rexroad et al., 1977]. En effet, les concentrations

élevées des cations polyvalents, tels que le calcium et le magnésium, peuvent faciliter la

réticulation réversible entre les monomères de mucine [Raynal et al.,  2003].

II. 4. Cytologie de la glaire cervicale

Les résultats concernant les propriétés rhéologiques et physiques du mucus

cervical de vaches au cours d’un œstrus naturel et synchronisé sont représentés dans le

tableau N°6 :
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Tableau 6.Propriétés cytologique du  mucus cervical des vaches vaches  au  cours d’un œstrus
naturel et synchronisé

Taux des cellules (%) Groupes d’œstrus

1  (10/25)* 2  (5/15)* 3  (5/10)* P

Cellules épithéliales 91.85 ±  0.80a 93.50 ± 1.20a 92.00 ±  1.51a 0.58

CELV 1.3 ± 0.30a 1.60 ±  0.50a 1.60 ± 0.50a 0.83

Neutrophiles 1.60 ± 0.33a 2.00 ± 0.70a 1.60 ± 0.67a 0.59

()* : Nombre de vaches utilisées / nombre de vaches recrutées.
a : comparaison entre  moyennes des groupes (1.2.3)  avec un seuil de signification (P < 0.05).

L’examen microscopique des frottis que nous avons réalisé, nous a permis la mise

en évidence : des cellules épithéliales à larges vacuoles, des polynucléaires neutrophiles,

des lymphocytes (rarement) et  les cellules épithéliales. Ces dernières  étaient les plus

couramment observées dans tous les groupes, elles correspondent à une exfoliation de

l’épithélium superficiel.

Figure 19. A
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Figure 19. B

Figure 19. C
Figure 19. Examen cytologique d’un frottis cervical: (A) CE (amas des cellules épithéliales),

(B) PNN (fléche jaune), (C) CELV (fléche noire) (x400)

Il a été rapporté que la présence d’un grand nombre des ces cellules dans un frottis

cervicale ou utérin, associée rarement à des cellules inflammatoires, témoigne d’un

prélèvement cytologique normal [Couto et Hughes., 1984 ; Ahmadi et al., 2006a ;

Kasimanickam et al., 2004].

Par contre, la mise en évidence des lymphocytes rares dans quelques frottis, nous a

incité a éliminer ces cellules de l’étude.  Le rôle des cellules épithéliales ou CELV est mal
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connu, mais d’après Yavari et al. (2009) elle  peut être utilisée comme un indicateur de

l’environnement utérin.

      D’après les résultats statistiques de notre étude, nous constatons que les

traitements de synchronisation utilisés n’affectent pas la cytologie cervicale (p>0.05). Ces

mêmes constatations ont été signalées par Ahmadi et al. (2006b, 2007).

 Il a été  démontré que tous les protocoles qui nécessitent un dispositif intra

vaginal (PRID et CIDR) sont à l’origine d’une inflammation locale supplémentaire,

responsable d’une augmentation de la teneur, principalement, des polynucléaires

neutrophiles (PNN) et par conséquence l’obtention des résultats faussement positives

[Ahmadi et al., 2007].

La phagocytose constitue le phénomène cruciale dans la défense immunitaire du

tractus génitale femelle, fait appel aux   populations de cellules immunitaires,

principalement les PNN qui assurent 80% à 70% de la phagocytose dans l’utérus et le

cervix respectivement [Frank et al., 1983 , Ahmadi et al., 2005b]. Quelques jours avant le

part, le pourcentage de ces cellules augmentent d’une façon significative [Ahmadi et al.,

2005a].

Récemment il a été prouvé que la dilatation du cervix au moment de la parturition,

résulte principalement d’un phénomène inflammatoire par l’activation  principalement

des neutrophiles suite à la libération de molécules pro-inflammatoires [Hammon et al.,

2006].

D’après le tableau 6, le taux des PNN obtenu dans le groupe 2 (2.00 %± 0.70 %)

était légèrement élevé par rapport aux autres groupes (1.60% ± 0.33% ,  1.60% ± 0.67%.

pour le premier et deuxième groupe respectivement). Cette différence peut être expliquée

par  l’augmentation  du  taux  de  progestérone  chez  les  vaches  de  ce  groupe.  En  effet,

d’après Ahmadi et al. 2006b, 2005a, les variations hormonales stéroïdiennes suivant la

phase du cycle œstral qui influence la migration des neutrophiles dans la muqueuse

cervicale.

Il  a  été  rapporté  que  des  valeurs  très  élevées  de  neutrophiles  durant  la  phase

lutéale principalement pendant metoestrus dont le prélèvement étant effectué deux jours
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après l’ovulation (taux de neutrophile  égale à (17.60±8.83 %)  avec une progestéronémie

de (0.77± 0.83 ng/ml), au 19 éme jours post –œstrus (proœstrus), le taux était légèrement

diminué (4.00±1.88 %)  avec une progestéronémie  de  (2.85± 0.86 ng/ml) [Ahmadi et al.

2006b, 2005a].

Selon ces auteur,s le recrutement des neutrophiles dans la lumière cervicale

résulte d’une chute de progestéronémie et l’augmentation de l’oestradiolémie. L’influence

du rapport E2/P4 reste à confirmer. Plusieurs facteurs peuvent influencer la fonction de

reproduction, tels que l’état corporel et le déficit énergétique, entraînant des troubles de la

croissance folliculaire [Driancourt ., 2001].

II. 5. Influence des propriétés biologiques de la glaire cervicale sur la fertilité

Pour étudier  l’influence de quelques  propriétés biologiques de la glaire

cervicale bovine sur la réussite de l’insémination artificielle, nous avons regroupé les

vaches du premier et troisième groupe (en raison de l’absence des différences

significatives des propriétés étudiées entre ces deux groupes) dans un seul lot.

 Ces vaches sont ensuite classées en deux groupes, le premier comporte les

vaches  ayant  un  nombre  d’IA   égale  à  un  (IA=1)  et  le  deuxième  celles  ayant  un

nombre d’IA supérieur ou égale à deux (IA 2).

Les résultats concernant l’influence de la lactate déshydrogénase (LDH), le

cholestérol, des protéines totales, des paramètres rhéologiques et physiques ainsi la

cytologie du mucus cervical des vaches au cours d’un œstrus naturel et synchronisé par

PGF2   sont représentés dans le tableau N° 7:
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Tableau 7. Influence de quelques propriétés biologiques du mucus cervical sur le nombre des
inséminations artificielles.

Paramètres Nombre d’IA

1 2 P

 LDH(UI /l) 2.83 ± 0.58a 8.07 ±0.51b < 0.001

Cholestérol (mmol/l) 0.004 ± 0.001a 0.13 ± 0.02b <0.001

Protéines totales (µg/ml) 1004 ± 5.20a 1254 ± 29.54b  < 0.001

Cristallisation (0-4) 3.50 ± 0.22a 1.77 ± 0.14b < 0.001

Spinbarkeit (cm) 8.30 ± 0.30a 8.40 ± 0.16a  0.70

Viscosité (mmH2O) 24.23 ± 0.27a 26.30 ± 0.30b < 0.001

C E(%) 92.25 ± 2.7a 91.78 ± 1.02a 0.76

CELV(%) 0.5 ± 0.22a 2.33 ± 0.16b    < 0.0001

Neutrophiles (%) 0.33 ± 0.21a 2.44 ± 0.17b < 0.0001
()* : Nombre de vaches utilisées / nombre de vaches recrutées.
a,b: comparaison entre  les moyennes des groupes avec un seuil de signification (P < 0.05) .
CELV : cellules épithéliales à larges vacuoles. CE : cellules épithéliales. LDH : Lactate déshydrogénase.

     L’analyse statistique de nos résultats révèle un effet hautement significatif

(P<0.0001) de l’activité de la LDH  sur le nombre d’insémination artificielle réalisé. En

effet, les vaches qui ont montré une activité basse de cette enzyme à la fin d’œstrus (2.83

± 0.58 UI /l) présentent  un  nombre d’insémination artificielle (nombre d’AI  = 1). Tandis

que, celles qui ont une activité  plus élevée (8.07 ±0.51 UI /l) nécessitent plusieurs

inséminations artificielles (nombre d’AI 2).
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Figure 20. Effet  de la concentration des protéines totales(a) et de la LDH et choletérol (b) sur le
nombre des IA.
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La même constatation a été prouvée pour le cholestérol, les protéines totales, la

viscosité et la cristallisation. En revanche, la teneur de la Spinnbarkeit ne présente aucun

effet sur la fertilité (p= 0.70).

González et Evelin (2009), ont comparé l’effet  des différents paramètres physiques

de la glaire cervicale bovine (pH, cristallisation et Spinnbarkeit) sur le nombre

d’insémination artificielle nécessaire pour une fécondation, ils ont rapporté que la

spinnbarkeit n’a aucun effet sur la fertilité.

Cependant, la cristallisation et la viscosité peuvent utiliser comme un miroir pour

déterminer le stade physiologique de la femelle [Tsiligianni et   al., 2000b ; Ježková et al.,

2008 ; González et Evelin., 2009]. En effet, le taux bas de conception était le plus souvent

observé  chez   les  vaches  qui   ont  un  mucus  épais  et  plus  visqueux [Schilling   et   Zust.,

1968].

D’après une étude qui a été faite sur deux types de mucus cervicale de vaches l’un

présente une forme typique de cristallisation (obtenu durant la phase folliculaire) et

l’autre atypique (récolté pendant la phase lutéale), Predojevic et al. (2007), ont prouvé que

la pénétration des spermatozoïdes dans le premier type était meilleure (50 mm/15min)

que celle du deuxième (30 mm/ 15min).

 La viscosité du  mucus cervical élevée collectée à l'œstrus induit, peut être dûe à

la sécrétion anormale de LH et à la  concentration en progestérone élevée [Tsiligianni et

al., 2000a]. De plus, Zaaijer et Van Der Horst., 1983 ont remarqué la présence de

concentration élevée de cholestérol dans la glaire des vaches repeat breeders.
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Figure 21. Effet de la viscosité et la cristalisation sur le nombre des IA
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Il convient de noter que le taux de réussite en première insémination (TRAI1)

(34.28%) ainsi le nombre des IA nécessaires à la fécondation (IA/IF=2.08) obtenus dans

cette étude chez l’ensemble des vaches du premier et deuxième  groupe est  très éloignée

des objectifs standards définis pour une gestion efficace de la reproduction qui sont : un

nombre des IA nécessaires à la fécondation (IA/IF)  inférieur à 1.6 avec un TRIA1

supérieurs à 60% [Vallet et Paccard., 1984 ; Seegers et Malher, 1996].

En effet, le taux de réussite bas   pourrait provenir d’une difficulté de certains

éleveurs à détecter les chaleurs et à déterminer le meilleur moment pour l’insémination.

En étudiant la concentration de LDH, cholestérol, protéine totales, la viscosité, la

cristallisation et la spinnbarkeit de la glaire cervicale  ont  prouvé  que la détermination de

ces paramètres au moment de l’insémination peut améliorer la fertilité des vaches au

cours d’un œstrus naturel ou synchronisé [Tsiligianni et  al., 2000a et 2000 b, 2001,  2003].
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Figure 22. Influence du taux de cellules épithéliales à large vacuole (CELV) (a), des neutrophiles
(b) et  les cellules épithéliales (CE) (c) sur le nombre des inséminations artificielles.

 D’après la figure ci-dessus, le taux des cellules épithéliales est simillaire entre

les deux lots (P= 0.76). Cependant, le pourcentage des  CELV et de  neutrophiles présente

des différences hautement significatives (P< 0.0001) entre les mêmes lots.

Dans notre étude, 60 % de vaches présentaient un frottis cervical avec un taux de

PNN supérieur à 2%, ont montré  un risque d’échec de fécondation (nombre d’IA 2)

significativement plus élevé (P < 0.0001) que celle ayant un taux bas de PNN (0.33 ± 0.21

%).

Des frottis cytologiques montrent que 22% des vaches repeat breeders présentent

une inflammation utérine à plus de 5% de neutrophiles et 62% présentent une cervicite

sans endométrite [Stephens et al., 1996]. Ces études montrent que l’inflammation
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génitale aussi bien utérine que cervicale est une des causes principales retrouvées chez

des vaches cliniquement apparaient normales.

Deguillaume (2007), a effectué des prélèvements chez des vaches entre 21 et 60

jours post partum, il a trouvé  une prévalence de 20% de cervicite, avec un seuil de 5% de

neutrophiles  chez ces vaches.  Cependant, Gonzalez et al. (1985),  après  un  examen

histologique d’utérus de vaches non gestantes prélevés à l’abattoir, ont trouvé 43,8% cas

de cervicites.

 Une relation étroite entre l’inflammation cervicale et utérine a été établie

récemment par de nombreuses études [Ahmadi et al., 2006a, 2005b]. En effet,  les  formes

subcliniques des endométrites, ne s’accompagnent pas de sécrétions vaginales purulentes,

ont été diagnostiquées le plus souvent par un examen cytologique,  par comptage du taux

de (PNN) présents sur le frottis utérin ou cervical [Kasimanickam et al.,2004 ; Ahmadi et

al., 2006a ; Yavari et al., 2009].

Ces études montrent que la cervicite est une entité pathologique fréquente chez

les vaches laitières subfertiles alors que notre travail montre plus spécifiquement qu’elle

est fréquente au moment de l’insémination artificielle.

Des  expériences  in  vitro  montrent  que  les  PNN  ont  un  effet  délétère  sur  les

spermatozoïdes par des réactions d’oxydation qui expliqueraient une baisse de fertilité

lors d’endométrite [Mattner., 1969 ; Gilbert et Fales., 1996].

Selon Gilbert et Fales., 1996, les spermatozoïdes des touraux  sont riche en acides

gras polyinsaturés, ce qui rend plus sensibles aux réactions d’oxydation provoquées par

les PNN  dont l’influx se produit chez la vache dans les heures qui suivent l’insémination

[Alghamdi et al., 2009].

Un examen cytologique proche de l’insémination semble avoir un intérêt pour

mettre en évidence une inflammation délétère à la réussite à la fécondation.



CONCLUSION



Conclusion

       La présente étude a été réalisée dans des conditions de terrain, sur de vaches

laitières issues de différentes races. Cette expérimentation a permis de conclure que :

parmi les paramètres biochimiques, électrolytiques, rhéologiques, physiques  et

cytologiques   qui ont été mesurés, seulement la concentration de LDH, de  protéines

totales,  de cholestérol ainsi  tous les paramètres  électrolytiques, rhéologiques, physiques

étaient affectés par l’utilisation de traitement de synchronisation à base des implants de

progestagènes (CRESTAR®).

       Des corrélations positives et négatives hautement significatives ont été constatées

entre  tous les électrolytes et  cristallisation ainsi que la viscosité respectivement.

       Toutefois, le taux de réussite en première insémination  chez l’ensemble du

premier et troisième groupe (TR1IA = 34.28%)  reste inférieur aux objectifs recherchés

dans les élevages laitiers.

Il faut noter que un faible pourcentage des vaches présentaient des concentrations

basses de LDH, de  protéines totales,  de cholestérol, une faible viscosité, un aspect

typique de cristallisation  en plus des pourcentages bas des neutrophiles et les cellules

épithéliales à large vacuole au moment de l’insémination, montraient un bas nombre des

IA (IA = 1).

 Par contre, celles qui ont montré des valeurs élevées de ces même paramètres

nécessitaient plusieurs IA (IA  2).

      D’après nos résultats, nous concluons que  quelques paramètres biologiques de la

glaire cités précédemment constituaient un facteur de risque de l’allongement de l’indice

IA/IF et de la diminution de taux de  réussite  en première insémination.

Il apparaît donc que l'usage des indicateurs biochimiques (LDH, cholestérol,

protéines totales), électrolytiques, la viscosité, cristallisation et la cytologie cervical (taux

de neutrophiles et cellules épithéliales à large vacuole)  de la glaire cervicale pour

contrôler le moment de l’insémination, s’est révélé être  un moyen intéressant pour



augmenter le taux de fertilité des vaches laitières en œstrus induit ou naturel. Le seul

point négatif de ces méthodes  reste le cout élevé de la technique et le délai nécessaire à

son analyse.

 Toutefois, la cytologie cervicale et la cristallisation restent des techniques fiables,

rapides et non couteuses pour évaluer le statut physiologique des vaches. Sa mise en place

pourrait éviter à l’éleveur des coûts d’insémination inutiles et des retards de mise à la

reproduction.
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ÉTUDE COMPARATIVE DE LA BIOLOGIE DE LA GLAIRE CERVICALE BOVINE AU
COURS D’UN ŒSTRUS INDUIT ET SPONTANÉ

Résumé
     Les effets des traitements de la synchronisation des chaleurs sur quelques propriétés biologiques de la glaire
cervicale collectée avant l’insémination artificielle , ainsi la  relation entre ces propriétés et la fertilité ont été
étudiés chez 45 vaches laitières dans la commune de Djerma, réparties sur trois groupes :  le premier à œstrus
naturel, le deuxième   est synchronisé par un implant CRESTAR ® pendant 12 jours plus une injection de
(eCG)  lors  du  retrait  de  l’implant  ,  le  dernier  a  reçu   deux  injections  d’un  analogue  de  la  PGF2   à  12  jours
d’intervalle. Des paramètres biochimiques, électrolytiques (Ca, Na, K et Cl) et rhéologiques ont été mesurés.
Par ailleurs, des frottis cervicaux ont été réalisés pour déterminer la cytologie  et la cristallisation. Selon nos
résultats, seulement la concentration de LDH, cholestérol, protéines totales, potassium, et  la viscosité étaient
significativement plus élevés (P<0.001) dans le deuxième groupe. La teneur de la  LDH, cholestérol, protéines
totales, la viscosité et le taux de neutrophiles et les cellules épithéliales à larges vacuoles  étaient
significativement élevés (P< 0.01) chez le groupe où le nombre d’insémination  nécessaire à la fécondation  est
élevé (IA 2).

     L'usage des indicateurs biochimiques, électrolytiques, cytologiques, la viscosité et la cristallisation pour
contrôler le moment de l’insémination, s’est révélé être  un moyen intéressant pour augmenter le taux de
fertilité des vaches laitières en œstrus induit ou naturel.
Mots clés: Glaire cervicale, insémination artificielle; oestrus naturel; synchronisation, fertilité ; vache laitière.

Abstract

      The effect of the treatments of the synchronization of estrus on some biological properties of the cervical
mucus collected before the artificial insemination, thus the relation between these properties and the fertility
was studied, in 45 dairy cows in the commune of Djerma. The animals were assigned to 3 groups (normal
estrus, CRESTAR® for 12 days plus injection of (eCG) at the removal implant, a double im injection of PGF2,
12 days apart the biochemical properties , the electrolytes (Ca, Na, K and  Cl) and the rheological parameters
(viscosity and  spinnabarkeit) was measured.  In addition, of the cervical smears were realized to determine
cytology and crystallization.  The results are summarized as follows: only, the concentration of LDH,
cholesterol, total proteins, potassium and viscosity were significantly higher (P<0.001) in the second that in the
first and the third group.  The level of the LDH, cholesterol, proteins total, the viscosity, the percentages of
large vacuolated epithelial cell and neutrophils was significantly higher (P< 0.01) in the group where the
number of insemination is higher (IA  2).

    The use of the biochemical, electrolytic, rheological, physical and cytological indicators to control the
moment of insemination, proved to be an interesting means to increase the fertility rate in the dairy cows
during normal estrus and estrus induced.
Key words: cervical mucus; artificial insemination; estrus normal; synchronization; fertility; dairy cow.
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