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2. Etude comparative du faux de fécondation aprés saillie
ou insémination artificielle intra-utérine
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RECHER CHE RESUME. — Certee étude partan sur 570 ovocytes montre que chez des che-
vres superovulées avee des traitements FSH de 16 mg Armour administres sur
3 jours (en mg/] :8-4-4) ou de 11 mg Armour sur 4 jours (en mg/] : T-6-4-4)
une seule insémination intra-utérine, transpéritonésle, sous contrdle endas-
copigue, réalisée, en moyenne, 48 h 39 aprés le retrait des éponges, permet
d'obrenic un raux de fécondicé satisfaisant, volsin de 70 p. cent. Celui-ci n'estc
inférieur que de 13 pelnts & celui obtenu, avee les mémes traitemencs, aprés
deux saillies réalisées & douze heures d'incervalle (36 et 48 b aprés le reerait
des éponges). Par contre P'utilisation d'un teaitement FSH de 21 mg Armour
administré sur 3 joues (en mg/) :11-5-5) ne permer que 19,5 p. cent de fécon-
dité par voie intra-utérine et 56,58 p. cent aprés saillie. Soir tawr traitement
canfondu une fécondité de 50,77 p. cent er de 80,44 p. cent respectivement

pour l'insémination arrificielle par la voie intra-urérine er la saillie,
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D INTRODUCTION

Tout comme dans les autres espéces animales, chez
les caprins de race laitiére afin d'optimiser le pro-
grés génétique obtenu par l'utilisation de la trans-
plantation embryonnaire, il est indispensable d'insé-
miner les femelles avee de la semence provenant de
miles de haut niveau génétique (8).

Cependant, chez les chévres superavulées, en rai-
son d'une pare de la difficulté rencontrde pour dépa-
ser le sperme dans P'utérus (6) et d'autre part de la
variabilité des heures d'ovulation aprés le retrait des
éponges (15), il est nécessaire d'aveir recours 4 2 voire
3 inséminations artificielles par voie cervicale, afin
d'obtenir un taux de fécondité acceprable (2), Clest
pourquoi il a semblé intéressant d'expérimenter une
technique d'insémination artificielle par la voie
transpéritonéale, sous contréle endascopique. En
effet, celle-ci permet le dépdt direct de la semence
dans la cavité utérine et augmente vraisemblable-
ment le nombre de spermarozoides vivants dans
I'ampoule tubaire.

> MATERIEL ET METHODES
Animaux

Cette expérimentation a été réalisée, & contre sai-
san, entre le 10 janvier 1989 et e 15 février 1989,

(1) Manuscrit regu le § mars 1990, acceped le 20 avril 1990,

sur 96 chivres de race Alpine, réformées pour insuf-
fisance de production laitiére er taries au moment
du traitement de superovulation. Ces chévres sont
randomisées en 4 lots de 24 animaux. Alternative-
ment, et au cours de deux journées consécurives,
la moiti¢ des animaux est inséminée par voic trans-
péritonéale et 'autre moitié fécondée par saillie natu-
relle (tableau I),

Traitement de superovulation

Sur chaque lot trois protocoles de superovulation
(T1-T2-T3) one éré mis en ceuvre & la suite d'une
synchronisation des chaleurs, obrenue par pose
d'éponges vaginales imprégnées de 45 mg d’acérarte
de fluorogestonet!) pendant 11 jours (figure 1) (5).

Ces traiterments varient quant i leur durée et selon
la quantité de FSH injectée (tableau II). Ceux-ci
consistent en des injections biquotidiennes (3 7 h
et 19 h) de doses décroissantes de FSH porcinel?)
purifiée durant les 3 (T1-T2) ou les 4 (T3) derniers
jours du traitement progestatif. Au total 16 mg
Armour (T1) ou 21 mg Armour (T2-T3) de FSH
sont injectés & doses décroissantes. Le rapport

(I} INTERVET 5.A., 43, avenue Jaxé, #5100 Angers,
(2) La FSH a ¢éré préparé par un des aureurs, le Professeur Beckers,
Faculté de Meédecine.
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TABLEAU | - Répartition des chévres olpines

Lot Mede de Date de HNembre
n fécondotion ricolte d'animoux
| Saillie 10401789 12
LA, Intro-utésing 11101789 12
2 Zaillie 1710189 12
LA, Infra-uléfing 18/01/8% 2
3 Saillie 3101489 12
LA, latra-utérine 01/02/89 12
4 Saillie 15/02/89 12
LA, Intra-utérine 14/02/89 12
Tetal -

FSH/LH est lui aussi décroissant au cours du temps.
Ces traitements sont répartis de maniére aléaroire
et équilibrée entre les animaux de chaque lot.

Insémination intra-utérine
transpéritonéale

Cette technique réalisée sous contréle endosco-
pique (10, 11,12, 16, 17) nécessite une tranguillisa-
tion préalable des animaux par injection de
0,3 mp/kg d'acépromazine par la voie intraveineuse.
La semence provenant de paillettes de 0,5 ml con-

TABLEAU |l - Troitements de superovulation

tenant 200 millions de spermarozoides est déconge-
lée et conditionnée externporanément en paillettes
fines de 0,25 ml. Une seule insémination est effec-
tuée par dépde de 0,12 ml de sperme dilué (soit 50
millions de spermatozoides) dans la lumiére de cha-
que corne utérine.

A la suire d'une stimulation par les hormones gona-
dotropes la chivre ovule, selon les auteurs (1, 13), envi-
ron entre 50 et 70 h aprés le retrait des éponges.

En conséquence I'heure d'insémination intra-
utérine a été fixée, pour cetre expérimentation, &
45 h aprés le recraic des éponges (figure 1).

Dénomination T T2 13
Cuantité totale de FSH
n g Armous 16 21 21
Durde du troitement
£n jour 3 3 4
Jowr d'administraticn
[40 : jour de la pose i no m 17 no ni 1] 1] A0 m
des éponges)
Cluanfitd joumclitre
de F5H en mg Ammour a-4 22 2-2 &5 2,525 | 2,525 4-3 3-3 2.2 2-2
Ropport FSHAH B 1 0.4 8 1 0.4 8 3 I 03
FSH l L !
| Yy
ettt —t— ——t]
B Js Jm@nz J13
Fose des ﬁ Retrait des Récol
éponges FGFIu éponges colte
LEGENDE :

FIG. 1 — Protocole de eraitement des animaux.
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Insémination intra-ubirine
%, transpéritonéale 45 H aprés
le retrait des £ponges.

Safllie 35 et 48 H aprés le
retralt des éponges.

&  Débutdes chaleun
J ez
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Dés le debut des chaleurs et douze heure plus tard
les chivres sont saillies en mains. 4 boues sont uti-
lisés par lot de 12 animaux (figure 1).

Récolte des embryons

Les embryons sont récoltés, par voie chirurgicale,
6 a 7 jours aprés le début des chaleurs, soit en fone-
tion du protocole le 19¢ jour aprés la pose des épon-
ges.

En raison de la durée et de la délicatesse de l'inter-
vention, une anesthésie générale est nécessaire. Un
quart d'heure avant l'intervention, la donneuse
d'embryons recoit 0,05 mg/kg d'atropine par la voie
intramusculaire.

L'anesthésie générale est obtenue grice a l'injec-
ticn, par la voie intra-veineuse, de 4 2 5 mp/kg de
ZOLETIL 100 (ND) soit environ 2,5 ml pour une
chevre de 50 kg (4, 7, 9). Une demi-dose peut étre
injectée a nouveau, pendant la récolte, si nécessaire.

Afin d'éviter les fausses déglutitions, une sonde
endorrachéale de 9 mm de diamétre est mise en
place. '

Aprés avoir placé la chévre, téte en bas, sur une
table d'opération, une laparotomie sur la ligne blan-
che est pratiquée 3 la base de la mamelle de maniére
a extérioriser les cornes utérines.

A Taide de l'extrémité mousse d'une aiguille
courbe 4 section ronde et 4 chas fermé, la premiére
corne est ponctionnée sur la grande courbure, en
avant de la bifurcation. Ensuite, une sonde i trois
voies OVICAP (réf. UA140), munie d'un cathérer
de récolteld) (réf. UA143) est introduite dans ['ori-
fice réalisé, puis son ballonnet est gonflé afin d'assu-
rer I'étanchéité.

Le cathéter est ensuite, poussé dans la lumiére de
la corne jusqu'a la jonction utéro-tubaire. L'oviducte
est clampé avec une pince Bull afin d' éviter tour
reflux dans la cavité péritonéale.

{3 IMV, BP 51, 10, rue Georges Clémencesu, 61302 L'Afgle Cedex,
France.
(#) Eurabig, 20, bd Saint-Oermain, 75005 Faris Cedex, France.

Quaranee millilitres de PBSH (Phosphate Buffered
Saline) 2 35 °C sont nécessaires au lavage de la
corne, puis récupérés dans un flacon de 100 ml.

La méme opération est répétée sur la seconde
corne et la plaie de laparotomie est suturée, Une
antibiothérapie post-opératoire est réalisée pendant
4 jours par injection, par la voie intramusculaire,
de 3 millions d'Unités Internationales de pénicilline
G et de 3 grammes de dihydrostreptomycine.

Détermination du pourcentage de
fécondation

Aprés décantation du liquide de récolte B0 p. cent
du milieu est éliminé, le sous nageant est versé dans
une boite quadrillée. La recherche des embryons se
réalise sous loupe binoculaire au grossissement 16.
Aprés isolement les embryons sont transférés dans
une boite de pétri de 35 mm de diamétre pour pou-
voir les juger.

L'évaluation de leur qualiré s'effectue, sous loupe
binoculaire au grossissement 60, par appréciation
de erittres morphologiques et permer de distinguer,
entre autre, les embryons des ovocytes non fécon-
dés (14).

Analyse statistique

Les caractéres quantitatifs (nombre d'embryons
récoltés) sont analysés par comparaison de leur
moyenne par un test « £ » de Student appliqué a de
petits échantillons (n< 30).

Le raux de fécondation des ovocytes étant un
caractére qualitacif, il est étudi€ par test de X! a3 un
degré de liberté ou par un test de Mantel-Haenszel
avec ajustement sur les facteurs pronostics.

> RESULTATS

Les heures moyennes d'insémination intra-utérine
des différent lots de chévres s"étalent de 43 h 50 &
50 h 42 aprés le retrait des éponges (tableau 111), ce
qui correspond, tout lot confondu 4 une insémina-
tion réalisée en moyenne & 46 h 39. Ces insémina-
tions demandes environ 4 minutes par animal soit

TABLEAU Il - Délai d'insdmination intra-utdrine fen heure et minutes] aprés le refroit des dpenges en fonction des lofs d'animaux
Délai Délei Délai -
Lots minimum maximum meyen
LA 1 4% h 55 50 h 42 50h 20
(=]
LA 2 45h 1% 45 h 45 45h 30
In=15]
LA. 3 44 h 55 45h 59 45h 18
[h=11)
LA 4 43 h 50 44 H 57 44 h 30
[m=12)

(n=nombre de chévres uilisdes pow ce colow]
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TABLEAU |V - Durde moyenne de l'ingéminalion intra-utérine chez
Ie chévre en fonction du for

Lots Diba moyenns

LA 1 55

LA 2 337

LA. 3 Ia0

LA 4 5
e 353

& peu prés cinguante minutes de manipulation par
lor de douze chévres {tableau IV).

Les opérations de récolte one permis d'obrenir un
total de 570 ceufs (ovocytes, embryons, embryons
dégénérés) soit, en moyenne, 8,50 structures récol-
tées par chévre. Les différents traitements de supe-
rovulation n'influent pas ce résulear (différence non
significative) (rableau V).

Le pourcentage de fécondation est calculé en fai-
sant le rapport du nombre d'ovocytes fécondés
(embryons) sur le nombre total de structures récol-
tées (ovocytes + embryons).

L'insémination intra-utérine transpéritonéale
entraine des taux de fécondations des ovocytes infé-
rieurs de 13,8 (p<0,05), 37,53 (p< 10-6) er 18,33
(p=<10-3) points & ceux obtenus par saillie monte
en mains, respectivement pour les traitements T1,

T2 et T3 (rableau VI ).

Le pourcentage de fécondation est dépendant du
mode de reproduction mais aussi du traitement de
superovulation. Il est anormalement faible pour le
traitement T2 (21 mg sur 3 jours) aussi bien dans
le groupe saillie (36,58 p. cent) que dans le groupe
insémination intra-utérine (19,05 p. cent), avec une
différence significative au risque 1 p. un million.
Tout traitement confondu le pourcentage de fécon-
dité est de 50,77 p. cent et de 80,44 p. cent respec-
tivemnent pour la voie intra-utérine et la saillie.

Dans cette expérimentation, bien que le premier
lot ait été inséminé avec 5 heures de retard sur
I'horaire prévu, aucune différence significative n'est
notée entre les lots de chévres en tenant compte du
traitement de superovulation mis en ceuvre.

> DISCUSSION

Les inséminarions artificielles intra-utérines ont
été réalisées pour les trois derniers lots avec des varia-
tions de 18 a 30 minuces sur l'emploi du temps prévu
(rableau lIl). Néanmoins les inséminations sont bien
groupées (au maximum, seulement 64 minutes sépa-
rent l'insémination la plus précoce de la plus tar-
dive). Le premier lot, par contre, a été inséminé en
movyenne 3 h plus tard pour des raisons d'organisa-
tion matérielle.

Par ailleurs a l'intérieur de chaque lot, les chivres
qui éraient entretenues dans des stabulations pro-
ches, ont été synchronisées en fonction de leur mode
de fécondation a 24 heures d'intervalle. Ceci a pu
entrainer une induction des chaleurs plus précoce
(3) sur les groupes d'animaux théoriquement
synchronisés avec 24 h de retard. Soit pour 3 lots
sur 4 des chiévres inséminées par voie intra-utérine.
Cependant, dans cette expérimentarion, les varia-
tions du moment d'insémination par rapport au
retrait des éponges ou a |'apparition des chaleurs
ne modifient pas statistiquement les résultats de
fécondation.

Le délai moyen d'insémination de 4 minutes par
animal (tableau IV), peut paraitre élevé. llestda a
un manqgue de personnel pour assurer la contention
des animaux. En effet, en raison de I'heure mati-
nale d'insémination, seulement trois personnes
étaient disponibles contre quatre dans les conditions
optimales de mise en oeuvre.

Parmi les 96 chévres mises en lot pour l'expéri-
mentation, 29 n'ont pas été prises en compte dans
I'exploitation des résultats de collecte et de fécon-
dation. 1l s'agic soit d'animaux présentant des adhé-
rences abdominales ou des gesrations débutantes,
soit des chévres dont la récolte s'est mal déroulée.
Ces événements présentent une répartition équili-
brée entre les différents lots et interférent qu'avec
le taux de collecte. La non comptabilisation de ces
résultats n'entraine donc pas de biais statistique.

La technique de récolte chirurgicale utilisée a per-
mis d'obtenir par chévre un nombre moyen d'ovocy-
tes non fécondés ou d'embryons légérement plus fai-
ble que celui obtenu par d'autres auteurs (2). Cette
différence avec les données bibliographiques est die
a cerraines difficulrés de récolte avec la sonde a trois
voies LM.V.. Cependant, il n'existe pas de corréla-

TABLEAU V - Nombre mayen de structures récoltées par chévre en fonction dv mode de reproduction et du Iraitement de superovulation

mn T2 T3
Mombre Structures Mambre Structures Mombre Strucheres
o’ animaux récaltdes d’animaux récoliées d’animaux récaliées
LA, a a a
intra 11 8,09 9,55 ¥ Fny
whérine
a =]
Seillie 12 10,92 4,91 13 8,08

o : dilférence non signiicative ow risque 5 p. cant

452
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TABLEAU VI - Pourcentage de fécondotion en fonction dv mede de reproduction et du Iraitement de superovulation

mn T2 T3
avocyles | embryons iﬁf;n?gé?n avecyles | embeyans ré?:_“fa's‘r“ ovocyles | embryons {é[C:"'IdSETH
1A, ogx g o
intre 26 &3 70,79 BS 20 19,05 14 48 75,00
utdring
apy bs sCy
Eaillie 21 110 83,97 33 43 5{!.55 7 28 93,33

g, y - diffdrence significotve ou rique 5 p. 100

€, p: difidrence significative au rsque [ p. | 000

b, 51 cfigrence significative ouw rsque | p. | 000 000

g, r: difdrence signifficative ou dsque | p. 1 000 000 000
x - dififrence non significolive ov rsque 5 p. cent

tion entre ces valeurs et le mode de fécondarion ou
avec le traitement de superovulation {différence non
significative p>0,03) {tableau V).

Le traitement de superovulation T2 ne permet pas
une bonne fécondation des ovoeytes quel que soit
le mode de reproduction utilise (tableau VI). Ce phé-
noméne peut étre expliqué par trois hypothéses : une
mise a la reproduction non concomitante a l'ovu-
lation, une ovulation particulizremenc éralée dans
le temps, ou encore la perturbation de l'environne-
ment hormonale ne permettant pas d'assurer de
bonnes conditions de fécondation. Ces hypothéses
devront étre vérifiées par des expérimentations ulté-
rieures,

Pour comparer 'efficacité de I'inséminarion intra-
utérine par rapport a la saillie, il semble donc néces-
saire de retenir comme taux de fécondation unigue-
ment ceux consécutifs & utilisarion des traitements
T1 et T3, soit respectivement 70,79 p. cent et de
75 p. cent.

Dans ces conditions ces résultats sont supérieurs
a ceux obrenus par Baril et coll. {2) avec deux insé-
minations artificielles par voie cervicale 3 48 et 54 h
(56,1 p. cent). De plus, les doses de semences utili-
sées sont 4 fois plus faibles (100 millions de sperma-
tozoides par wvoie transpéritonéale contre
400 millions par voie cervicalel Ceci permet une
meilleure diffusion de la semence des miles amélio-
rateurs et une économie finandére pour l'éleveur.

De maniére a obtenir des résultars de qualité cons-
tante, il est important de ponctionner la corne uté-
rine avec l'aiguille de 'aspic parfaitement perpen-
diculairement i I'axe de la corne afin d'atreindre la
lumigre utérine. Dans le cas contraire, au moment
de l'insémination, une gourte de semence sourd a
la surface de la corne.

Cette erreur technique peut étre responsable de
défaut de fécondation. 5i ce phénomene semble érre
négligeable, en fréquence et en conséquence, lars

Recued de Médecine Vélérinoire B Mai 1990

d'insémination d'un grand nombre d'animauy, il est
incompatible avec la transplantation embryonnaire.

C'est pourquoi actuellement, nous préférons insé-
miner avec la toralité de la semence contenue dans
une paillette de 0,5 ml, en réalisant une double ponc-
tion dans chacune des cornes. Cette méchode réa-
lisée sur un nombre encore trop restreint de ché-
vres {n=11}, nous permer actuellement d'obrenir des
résulears intéressants (90 p. cent d'ovocytes fécon-
dés). Ceux-ci restent cependant a confirmer.

> CONCLUSION

L'insémination artificielle intra-utérine, par la voie
transpéritonéale, sous controle endoscopique, est
done une technique tout a fait intéressante chez la
chévre afin d'obtenir un bon taux de fécondité dans
les protocoles de transplantation embryonnaire.

En effer, une seule insémination, réalisée en
movenne & 46 h 39, permet de féconder en moyenne
entre 70 et 75 p. cent des ovules pondus aprés les
trairements de superovulation T1 (16 mg Armour
sur 3 j.) et T3 (21 mg Armour sur 4 j.). Il seraic inté-
ressant dans une étude ultéricure de confirmer ces
résultats sur un plus grand nombre de chivres don-
neuses et de préciser 'heure optimale d'insémina-
tion en fonction du protocole de superovulation uti-
lisé.
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SUMMARY

This scudy was carried our on 570 ovecyees. It shows that goars supe-
rovulating due to F5H treatments or 16 mg Armour given aver 3 days
(in 844 mg/day) or 21 mg Armour over 4 days (in 7-64.4 mg/ doy)
and undergoing a single intra-uterine transperitoneal insemination
under endoscopic contral, earried out 46 h 39 after removing the sponges
gives 1 satisfactory rate of fecondarion clase 1o 70 %.

This rate is o mere 13 points lower than cthar cboained by 2 successive
matings 11 hours apart (36 and 24 hours after rernoving che sponges),

An FEH rreatment of 21 mg Armour over a three day peried [mpg/day
11,53} enly gives a fecundity rate of 19.5 % in intra-uterine and 56.58 %
after maring, This gives a global fecundity rate far all treatments of
3077 % and 5044 % for AL through intro-urerine methad and mating,
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La inseminacién artificial infra-uterina
transperitoneal en la cabra
2 - Estudio comparativo de la tasa
de fecundacién post monta
o inseminacién arlificial infra-uterina
pot F, FIEN y coll,

RESUMEN

Este vstudio, realizada a pareir de 570 avocitos, muestra que en cabras
con super ovulacidn por medio de tratamicnios de FEH en dosis de=
1& mg distribuidos en 3 dias (5, 4, 4 mg/dia) o de 21 mp, en + dias (7,
&, 4.4 mp/dia), una sola inseminacidn artificial intea-utering, transpe-
ricaneal, bajo contral endoscdpics, efecruada 45 horas luego de haber
retirado las esponjos, peemitee obener una tasa de fecundidad eercana
al 73 %. Efverivamente, esta es inlerior de solamente 15 puntos al resul-
tado chtenido lusgo de dos montas efectuadas a doce horas de inter-
vale (36 v 48 horas despues de haber redirndo de las esponjas),

Por el contrario la utilizacidn de un tratamiento de FSH de 21 mg.
Armour administrado en 3 dias (en mgddia 11-5-3) no permite que
19,5 p. cent de fecundidad por via intra-utering v de 56,58 p. cene des-
pucs de la monea, Luego todo tratamiento da wna fecendidad de
50,77 p. cenc v de 80,44 p. cent respectivamente por via intra-utering
¥ pOr manta.

Palabras claves : inseminacion, endescopia, super ovulacidn, cabra.



