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Résumé

A travers une vaste revue de la littérature, leswas ont effectué une synthese relative aux aspect
techniques de la ponction échoguidée des follicalesiens dans I'espéce bovine, a leurs résultats
potentiels et aux facteurs influencant ces desnier

La technique permet la récolte d’en moyenne un yteodans 57 % des cas de follicules
ponctionnés. Trois a dix ovocytes sont ainsi pécés au cours de chague séance de ponction. En
moyenne quatre ovocytes sur cing seront mis enratain. Parmi ceux-ci, 50% seront fécondés et
15 % atteindront le stade de blastocyste ou de lanoru

La détermination plus précise de criteres permett@nmieux sélectionner les animaux et les
follicules a ponctionner, de méme que le recourentiel a des traitements hormonaux
complémentaires tels que I'normone de croissanesient de nature a améliorer les résultats
jusqu’ici obtenus et a limiter les grandes variasiindividuelles observées.

La technique présente divers avantages. Outreanimaux non-gestants répondant ou non aux
traitements classiques de superovulation, elle @eatappliquée également a des animaux gestants
et prépubéres pendant des périodes de plusieurs mas conséquences ovariennes et sur la
fertilité ultérieure sont limitées. Elle permetaégment de prélever des liquides foetaux. Enfin,
elle peut également étre appliquée a d'autres espanimales telles la jument ou les petits
ruminants.

Summary

Through a large review of the litterature, the awmhhave done a synthesis concerning the technical
aspects, potential results and influencing factdrsltrasound-guided puncture of ovarian follicles
in the bovine species (OPU : ovum pick-up). Thehwoe offers the possibility to collect an
ovocyte in 57 % of punctured follicles. Threeea bvocytes can be obtained per puncture session.
Four ovocytes out of five can be brought to matarat Among them, 50% will be fertilized and
15 % will reach the blastocyst or morula stage.
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The more precise determination of criteria leadng better selection of animals and follicles ¢o b

punctured and the use of hormonal treatment likec@Gtdd improve the results and limit the large
individual variations observed.

The method offers some advantages. It can beeabpd animals not responding to classical
superovulation treatment but also to prepubertalpagnant animals during several months
whithout consequences for ovaries or fertility. Tinethod also offers the possibility to sample
foetal fluids and can also be applied to other ahspecies like horse, sheep and goat.

1. Introduction générale

Depuis de nombreuses années déja, I'attentiog@lesticiens s’est focalisée sur la sélection
tant en qualité qu’en quantité de vaches génétignersupérieures. Par ailleurs, les impératifs
économiques de I'élevage bovin obligent davantage par le passé les éleveurs a optimiser le
potentiel de production de leur troupeau, notamrpantune réduction de l'intervalle entre vélages
ou par une augmentation du nombre de veaux prodmitgiellement par ces mémes vaches,
sachant que la saillie naturelle ou l'inséminattificielle ne permettent la production dans le
meilleur des cas que d'un seul veau par an etgdrev Ces objectifs génétiques et économiques
ont été a la base du développement des biotechiasldg la reproduction telles que MOET ou la
fécondation in vitro.

La méthode dite MOET (Multiple Ovulation and Embryransfer) implique le traitement
des animaux avec des hormones gonadotrophiques GPMSSH). Ces traitements de
superovulation ont ainsi permis d’augmenter delD & nombre d'ovules libérés par cycle. C’est
en 1951 déja qu'est né le premier veau obtenu apr&smination d’'un animal donneur,
récupération des embryons et leur transfert a diesaax receveurs (Willet et al. 1951). Répétable
en moyenne cing fois par an et par vache, cetteéproe se traduit actuellement en pratique par
I'obtention annuelle de 25 embryons transférat$esihande et al. 1984, Hasler 1992). Elle n’est
cependant pas exempte d’'inconvénients puisqu’at, effle allonge de deux mois environ le délai
nécessaire a I'obtention d’'une gestation et peatcgmpagner, surtout si elle est répétée chez le
méme animal, de réactions iatrogenes ou de kystmseas voire d’'infections utérines (Bak et al.
1989). Estimée a 100.000 ovocytes, la réserve yo&ive ne conduit en fait a la production
moyenne que d'une centaine d'embryons sur la ve dhimal soumis a des traitements de
superovulation et récolte d'embryons. Il existaaan gaspillage énorme du potentiel génétique
femelle susceptible d'étre mis a profit pour ladoiiion d'embryons. C’est pourquoi furent mises
au point des techniques de récupération d’ovoattdes méthodes de fécondation in vitro. Celles-
ci apparaissent d’autant plus justifiées que difiées recherches sont venues confirmer la
continuité du processus de croissance folliculaimas forme de vagues tant chez les animaux
gestants que non-gestants (Savio et al. 1988 sSitdtortune 1988, Bergfeldt et al. 1991).

Le premier veau né apres maturation in vitro (MIfécondation in vitro (FIV) et transfert
non chirurgical de 'embryon ainsi obtenu est né881 (Brackett et al. 1982). C'est cependant au
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cours des années suivantes que se développe lad&mm in vitro d'ovocytes prélevés sur des
ovaires obtenus apres abattage des animaux (Lu &0&7, Xu et al. 1987, Goto et al. 1988,
Eyestone et First 1989, Bavister et al. 1992, Ged\ad. 1993), les ovocytes étant récupérés soit pa
aspiration du liquide folliculaire, par section Bevaire en tranches ou par dissection (First et
Parrish 1987, Leibfried-Rutledge et al. 1987). t€@ahéthode de collecte des ovocytes est encore
largement utilisée dans le cadre de recherchesafoedtales sur la fécondation in vitro ou plus
occasionnellement dans le cas d'animaux réformeés ges raisons sanitaires ou abattus d'urgence
(Xu et al. 1992, Van Soom et al. 1994). Elle permetmoyenne l'obtention de 25 a 30° %
d’embryons transférables (Lu et Polge 1992, BraakdeZuelke 1993, Carolan et al. 1994, Gibbons
et al. 1995). Irréversible, elle n'est par aileyas exempte de difficultés liées non seulement a
I'état sanitaire ou au statut génétique de l'anooaineur prélevé a I'abattoir mais également a la
méthode de prélevement qui interrompt de maniénéaler et parfois prolongée les mécanismes
physiologiques et biochimiques présidant au déymdopent ovocytaire.

Le caractére irréversible du prélevement in w@rgon intérét génétique limité ont conduit a
la mise au point de méthodes laparoscopiques oogéaphiques offrant la possibilité d'un
prélevement d’ovocytes in vivo.

La laparoscopie ventrale (Laurencik et al. 199Imgtrong et al. 1991), paralombaire (Lambert et
al. 1983, Sirard et Lambert 1985, Lambert et aB6lBirard et Lambert 1986, Laurencik et al.
1991, Fayrer-Hosken et Caudle 1991) ou transvagi(lubbings et al. 1988, Armstrong et al.
1991, Reichenbach et al. 1993, Reichenbach eBa#)la été expérimentée dans I'espece bovine.
Elle est applicable de maniére répétée sur le madimedu et n'entraine qu'occasionnellement des
complications péritonéales telles que des adhéseficambert et al. 1983). Son utilisation
hebdomadaire voire bihebdomadaire ne peut selotaiggrauteurs étre prolongée plus de 5
semaines (Reichenbach et al. 1994). Bien gu'ellmette chez la vache d'obtenir un pourcentage
de récupération des ovocytes compris entre 50 &b &&irard et Lambert 1985, Stubbings et al.
1988, Reichenbach et al. 1993, Reichenbach e®a#l)1elle a pour des raisons pratiques telles que
la mise a jeun de l'animal, la nécessité d'induine distension abdominale, I'allongement de
I'intervalle entre deux ponctions...), été progresaent remplacée par des méthodes de ponction
ayant recours a I'échographie.

D'abord utilisée par voie transcutanée au niveda dégion sacroischiatique (Callesen et al. 1987),
la ponction échoguidée des follicules ovariens (OBWmM Pick-Up) est communément utilisée a
I'neure actuelle par voie transvaginale chez ldbedPieterse et al. 1988, Kruip et al. 1990, Vos et
al. 1990, Kruip et al. 1991, Pieterse et al. 19%laterse et al. 1991b, Sprecher et Kaneene 1992,
Armstrong et al. 1992, Ryan et al. 1993, Vos e1884, Brogliatti et Adams 1996) .

Le présent travail a pour but de faire une mispa@nt des potentialités de la méthode dans
les différentes espéces animales mais aussi ddastmurs limitants inhérents a ses aspects
techniques et a la physiologie folliculaire.



2. La ponction échoquidéraspects technigues

2.1. Le matériel

Simple en apparence, la méthode de ponction éah@gsuppose néanmoins la parfaite
maitrise de divers aspects pratiques parfois @iffisrselon les équipes.

- Le matériel échographique

Il se caractérise tout a la fois par la configoratet la fréquence de la sonde utilisée.
Habituellement sectorielle, la sonde peut néanméires semi-courbe (finger type) ou linéaire. Sa
fréquence s'échelonne entre 3.5 et 7.5 MHz (Pietetral 1988, Van der schans et al 1991, Pieterse
et al. 1991b, Kruip et al 1994, Bergfeldt et al949Gibbons et al. 1994). Cependant, parce qu'elle
offre une meilleure résolution, une sonde de 7.5zMtdvére optimale pour visualiser la population
folliculaire ponctionnable. Déterminée in vitrorggchographie, celle-ci se compose de follicules
de diamétre compris entre 2 et 4 mm (92 %) , eéniee 10 mm (6 %) et supérieur a 10 mm (2 %)
(Fry et al. 1993). Comparée a d'autres méthotieddgraphie sous-évalue cependant le nombre
de follicules ponctionnables réellement présentsl'suaire. Ainsi, comparant la détermination
antemortem par échographie et postmortem par dissetu nombre de follicules présents sur les
ovaires, Gong démontre que I'échographie n'identiie 19 et 44 % des follicules de taille
respectivement inférieure a 5 mm et comprise ebtret 10 mm (Gong et al. 1993). Cette
observation fut confirmée a l'occasion d'une aétuele au cours de laquelle un follicule sur trois
(34 %) détecté par dissection fut identifié paragghphie (Pieterse et al. 1990).

- Les aiguilles de ponction

Selon les équipes, quatre types d'aiguilles dectmon sont utilisés. Le premier type
d'aiguille est constitué d'une seule piece d'ungueur de 50 a 60 cm et biseautée a son extrémité.
Son utilisation répétée en entraine I'émoussem@utoique possible, un nouvel aiguisage de ces
aiguilles ne leur restitue cependant pas leur lrancinitial. Elles sont par ailleurs fort coltesis
(Pieterse et al. 1988, Simon et al. 1993, Gibboms. 4994, Looney et al. 1994). Une amélioration
a été apportée par I'utilisation d’aiguilles d’iofmn jetables fixées par collage ou soudure a une
tubulure métallique d'un diamétre équivalent. thduction de I'espace mort entrainé par ces deux
premiers types d’aiguilles a été obtenu en raccurtiaiguille jetable a une tubulure en silicone
passant au travers du tube métallique (Rath 1988 & al. 1995). Le dernier type d'aiguille
comporte un double conduit. Cette adaptation tigcienoffre la possibilité d'injecter du liquide
dans la cavité folliculaire (Fry et al 1993).

Le tranchant et I'échogénicité sont deux caratiguiss essentielles des aiguilles de ponction.
Une attention particuliere sera également réseavi@éenature du matériel (métal, inox), au biseau
(25° a 45°), a la longueur totale (40 a 60 cm) iajpsaux diametres interne (0,6 a 1,2 mm) et
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externe (0,8 & 1,6 mm) des aiguilles de ponctiomdiamétre interne (0,6 a 1,2 mm) ne semble pas
influencer le taux de récupération des ovocytedlt(Bsen et al. 1990). Sa réduction offre
I'avantage de pouvoir ponctionner les folliculegpdét diametre (2 mm). La réduction du diametre
évite par ailleurs la contamination éventuelle tldses de récolte par du sang mais augmente le
risque de lésion du cumulus oophorus des ovocytiessde l'aspiration et par conséquent leur
potentiel de fécondation future. A linverse, §mentation du diametre externe entraine plus de
lésions de la paroi vaginale, de I'ovaire et ddgfiles mais contribue a augmenter le pourcentage
de récupération des ovocytes (Fry 1993).

- Le rincage de la cavité folliculaire

Réalisé au moyen de PBS (Phosphate Buffered Salineigmente (Fry et al. 1994) ou non
(Baltussen et al. 1990) chez la vache, le taux éeipération des ovocytes. Chez la jument
(Vogelsang et al. 1988), son effet favorable a&ténnu. Il nécessite cependant 'augmentation du
diametre de l'aiguille et contribue par ailleurallanger le temps nécessaire a la ponction (Pieters
et al. 1988). Reéalisé sous trop forte pressionntgage de la cavité folliculaire peut en entraiae
rupture et la perte de I'ovocyte (Pieterse et@8). Certains systemes sont équipés d'une tubulur
de rincage permanent de l'aiguille d'aspiratiorm(®i et al. 1993). Cette adaptation évite
I'obturation du canal de l'aiguille par de petitsllots de sang, phénomene plus fréquemment
observé si l'ovaire est porteur d'un corps jaunetfonnel.

Le dépbt par trempage d’un film de BSA (Bovine ®erAlbumine) sur la face interne des
aiguilles ainsi que des tubulures de connexionemebte pas améliorer le taux de récupération des
ovocytes (Baltussen et al 1990).

- Les tubulures de connexion

Elles doivent étre concues de maniére a évitemagiae possible les turbulences susceptibles de
|éser les ovocytes ou de réduire le pourcentagéagération. Leur diamétre est habituellement
supérieur au diameétre interne de l'aiguille de foncet leur rigidité assure une résistance au vide
d'aspiration appliqué par la pompe aspirante. st au préalable rincées au moyen du liquide
de récolte (PBS).

- La pression d'aspiration

Elle constitue un des principaux facteurs influencke taux de récupération des ovocytes.
Habituellement exprimée en mm de Hg, la pressiaspifation réellement observée a l'extrémité
de l'aiguille est comprise selon les auteurs effiret 150 mm de Hg (Bungartz et al. 1995, Van der
Schans et al. 1991, Lindsey et al. 1994, Kruiplett@94, Fry et al. 1993, Looney et al. 1994,

Meintjes et al. 1995, Brogliatti et Adams 1996, kihbs et al. 1994, 1995, Bols et al. 1995, Moyo
et Dobson 1995). Elle est néanmoins dépendantiffdéeents facteurs tels que le diametre et la
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longueur de l'aiguille ou le systeme de ponctioitisgt Cette pression d'aspiration est parfois
exprimée en terme de ml d'eau aspiré en une mpautia pompe d'aspiration. Ainsi, une pression
d'aspiration de 110 mm Hg permet d'aspirer resgaoint 37 et 46 ml d'eau par minute au moyen
d'aiguilles de 19 et 18 G (Bols et al. 1994) . Pesssions permettant l'aspiration de 4 a 60 ml
d'eau par minute sont habituellement recommand&ege(se et al. 1991b, Rath 1993, Bols et al.
1994, Bols et al. 1995, Bungartz et al. 1995, Lgosteal. 1995, Brogliatti et Adams 1996, Pieterse
et al. 1988, Scott et al. 1994, Vos et al. 1994).pression d'aspiration doit étre a la fois camsta

et non excessive. Les turbulences induites auanivkes points de jonction entre l'aiguille et le
systéme tubulaire par des variations de la pressi@spiration ou l'augmentation de la pression
d'aspiration qui accélére la progression des oescyeuvent contribuer a la perte de cellules de la
granuleuse. A linverse, une pression d'aspirdtiop faible réduira le taux de récupération des
ovocytes. Une étude plus spécifique réaliséetno a démontré que I'augmentation de la pression
d'aspiration de 25 a 100 mmHg contribue a accrdéreaux de récupération des ovocytes.
Cependant le pourcentage d'ovocytes utilisables lpdiécondation est optimal pour des pressions
comprises entre 25 et 50 mm Hg (Fry et al. 19%®3mblable observation a été réalisée par d'autres
auteurs. Indépendamment du diametre de l'aigutilssée, une augmentation de la pression
d'aspiration de 20 a 56 ml par minute augmenteolalme d'ovocytes dénudés et diminue celui
d'ovocytes compacts (Bols et al. 1994).

- Le milieu de récolte

C’est un milieu tamponné au phosphore (PBS) pouganhon contenir du sérum foetal ou des
antibiotiques. L'addition d'héparine (2 a 5 Ul/meBntribue a limiter la coagulation dans les
tubulures et le tube de récolte (Simon et al 199Rjip et al 1994, Meintjes et al. 1995).
Cependant, le contact prolongé (plus de 60 minutes)ovocytes avec ce milieu est de nature a en
réduire le potentiel de développement. Il convidéobhc de les placer des que possible dans un
milieu non hépariné.

2.2. La méthode de ponction intravaginale

La position anatomique des ovaires de la vachg&siau bord antérieur du bassin a une largeur
de main du col de l'utérus facilite 'utilisatioa th méthode dans cette espéce. L'animal place dan
un travail de contention est éventuellement trdhig@i par une injection d'hydrochloride de
détomidine (1 mg / 100kgs) (Domosedan RD) ou dazigke (Rompun RD). Une anesthésie locale
(épidurale) permet de réduire les efforts expulddsl'animal. Une relaxation plus compléte du
rectum peut étre obtenue par une injection de 4/miP0 kgs d’hyoscine-N-butylbromide
(Buscopan RD).

Les matieres fécales sont évacuées du rectum.esairh la vessie est vidée au moyen d'une sonde
de Foley. La région vulvaire est lavée et désigfe@our éviter tout risque de contamination des
ovocytes prélevés. La sonde échographique eségu@d travers de la cavité vaginale jusqu'a son
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extrémité antérieure paracervicale au moyen d'udegmétallique (Figure 1). L'ovaire manipulé
par voie transrectale est amené sur I'extrémitia dende échographique. Les follicules présents
sur l'ovaire apparaissent sur I'écran de I'échdgrapus la forme de zones noires anéchogenes. Le
déplacement de l'ovaire et / ou de la sonde pedfagister la position du follicule a ponctionner
sur le trajet de l'aiguille de ponction identifiarpune ligne sur I'écran de I'échographe. L'diguil
est poussée vers l'avant de maniere a traverseessigement la paroi vaginale puis celle du
follicule. Une fois la pointe de l'aiguille idefiie aux abords de la cavité folliculaire, 'aspoa

est déclenchée: elle se traduit par la disparifioogressive de la zone anéchogene folliculaire.
Certains auteurs (Pieterse et al. 1988, Scott.e1984) ont recommandé de cureter la cavité
folliculaire en imprimant des mouvements circulaigel'aiguille de ponction. Apres la ponction, le
contenu de chaque tube de récolte est mainteniwe demmpérature de 35 a 38°C. |l est filtré et
examiné pour isoler et mettre en maturation lexypias récupérés.

3. Résultats potentiels

lls sont exprimés par divers parametres tels quelecentage moyen d’ovocytes récupérés par
rapport au nombre de follicules ponctionnés, pardmbre moyen d’ovocytes obtenus par session
de ponction ou encore par le pourcentage d’embrpbitsnus par rapport au nombre d’ovocytes
mis en maturation. Les valeurs de ces paramdtpendent de multiples facteurs susceptibles
d’'influencer les manipulations réalisées non sealdnin vivo mais également in vitro. Parmi
d’autres, il convient d’insister sur le réle dexpérience de l'opérateur, du rythme de prélevement,
de la fréquence de la sonde et donc de son podeaiésolution, de I'animal et notamment de son
statut génétique et physiologique, des éventugiteinents hormonaux réalisés avant la ponction et
d'autres aspects plus techniques déja évoqués.

3.1. Paramétres d'évaluation

Par rapport au nombre de follicules ponctionrégplrcentage moyen d'ovocytésoltés
est de 57 % mais varie selon les auteurs dtret 70% (Pieterse et al. 1988, Baltussen et al.
1990, Van der Schans et al. 1991, Pieterse e9@lH, Kruip et al. 1991, Simon et al. 1993, Kruip
et al. 1993, Looney et al. 1994, Scott et al. 1$8zklofsen-Vendrig et al. 1994, Vos et al. 1994,
Bungartz et al. 1995, Lansbergen et al. 1995, Meiydobson 1995, Donnay et al. 1996) (Tableau
1).

Tableau 1
Pourcentage de récupération des ovocytes apretiggoBchoguidée transvaginale chez la vache

MHz N follicules N ovocytes % Diametre Références
récuperés follicule (mm)
7.5/6 91 17 19 >=3 Scott et al. 1994




7.5 115 29 25 > 2 Van der Schans et al. 1991
5 197 53 27 NP Pieterse et al. 1988
7.5 415 116 28 > 9 Vos et al. 1994
6.5 1289 461 36 NP Simon et al. 1993
7.5 291 122 42 NP Bols et al. 1995
5 1391 625 45 >=2 Meintjes et al. 1995
7.5 124 60 48 >=5 Moyo et Dobson 1995
7.5 443 220 50 NP Baltussen et al. 1990
7.5 206 103 50 >=3 Kruip et al. 1991
7.5 723 376 52 >=3 Pieterse et al. 1991b
NP 7970 4303 54 >=2 Kruip et al. 1993
6.5 3042 1677 55 >=2 Roelofsen-Vendrig et al.4199
NP 1014 558 55 NP Lansbergen etal. 1995
6.5 641 371 58 >=2 Donnay et al. 1996
6.5 937 618 66 > 2 Bungartz et al. 1995
5 9120 6344 70 NP Looney et al. 1994
Total 28009 16053 57

NP: Non Précisé

Selon les auteurs, lmombre moyen d'ovocytes récupérés par sessi@nponction
échoguidée in vivo est compris entre 2.8 et 9.(®ar Schans et al. 1991, Gibbons et al. 1994,
Kruip et al. 1994, Looney et al. 1994, Gibbons [et1895, Bungartz et al. 1995, Donnay et al.
1996). Appliguée a 200 vaches laitieres et a \eand technique a permis de récupérer en
moyenne 6.3 ovocytes par vache dans 98 % des Eab@es de ponction effectuées (Looney et al.
1994). Plusieurs auteurs s'accordent a dire guiste davantage de variations du nombre de
follicules ponctionnés (8 a 20) et d'ovocytes r&l4 a 11) entre animaux qu'au cours du temps
pour un animal donné (Kruip et al. 1994, Gibbonale1995).
La ponction écho-guidée des follicules ne constguiine étape a I'obtention d’embryons. Les
ovocytes doivent en effet étre mis en maturatiois @re fécondés. En moyenne, 82 % des
ovocytes récupérés peuvent étre mis en maturafiabléau 2). Selon les auteurs, ce pourcentage
est compris entre 41 et 100 %. (Kruip et al. 1994jp et al. 1993, Kruip et al. 1994, Looney et al.
1994, Bungartz et al. 1995, Meintjes et al. 1995kn résulte la maturation d’'un ovocyte sur deux
en moyenne (49 %) (Simon et al. 1993, Kruip efl@84, Looney et al. 1994, Bungartz et al.1995,
Bols et al. 1995, Meintjes et al. 1995) (Tableau 2)

Tableau 2
Pourcentage de morulas et /ou blastocystes obtaptés maturation et fécondation in vitro
d'ovocytes récupérés par ponction échoguidée eheache



OR’ oM’ OMAT” EMB’
n n % n % n % |Références
127 35 28 Simon et al. 1993
625 256 41 94 37 Meintjes et al. 1994
618 344 56 196 57 11, 3.1 Bungartz et al. 1995
6344 5986 94 2677 45 813 14 Looney et al. 1994
4294 3124 73 515 14 Kruip et al. 1993
176 29 16 | Gibbons et al. 1994
1677 1366 81 944 69 218 16 Kruip et al. 1994
104 104 100 18 17| Kruip et al. 1991
122 116 80 69 33 28 Bols et al. 1995
228 120 49 41| Gibbons et al. 1995
82 49 15 | Moyenne (%)
OR: Ovocytes récupérés
OM: Ovocytes mis en maturation (le pourcentagecaktulé par rapport au nombre d’ovocytes
récupérés)

OMAT : Ovocytes ayant terminé leur maturation (Bugentage est calculé par rapport au nombre
d’ovocytes mis en maturation)

EMB : Embryons transférables (morulas et/ou blaattas) (le pourcentage est calculé par rapport
au nombre d’ovocytes mis en maturation)

En moyenne, 15 % (3 a 41 % selon les auteurs) d&s/tes mis en maturation atteignent le stade
demorula ou de blastocys{&ruip et al. 1991, Kruip et al. 1993, Gibbonsakt1994, Looney et al.
1994, Kruip et al. 1994, Bols et al. 1995, Gibbetsl. 1995, Bungartz et al. 1995) (Tableau 2).
Kruip estime a 2.1 le nombre d'embryons produits gr@mal et par semaine sur base d'une
ponction bihebdomadaire, ce qui représente un nerabnuel moyen 4 fois supérieur a celui
autorisé par la superovulation (Kruip et al. 1998june expérience réalisée au moyen de vaches
infertiles et aprés transfert de 813 embryonssardeeveuses, Looney obtient 325 gestations soit
respectivement 5.1 % de gestations par rapporbenbre de follicules ponctionnés et 39.9 % par
rapport au nombre de morulas ou blastocystes obtdmpney et al. 1994). D'une expérience
comparée menée dans le méme laboratoire, il reggsentespectivement 30 et 41 % d'embryons ont
été obtenus aprés fécondation d'ovocytes récoltéisro et in vivo (Gibbons et al. 1995).

3.2. Facteurs susceptibles d’influencer les résulta

Difféerentesfrequences de ponctiamnt été évaluées. Réalisée en début (J3-J4),il@mum
(J9-J10) et en fin de cycle (J15-J16), la technigernet de ponctionner en moyenne 13 follicules
par cycle. Le nombre moyen de follicules poncti&sen début de cycle (4.9) est plus élevé que
celui obtenu au milieu (3.4) ou en fin (3.9) deleyde taux de récupération des ovocytes étant
sensiblement le méme et compris entre 50 et 53iétefBe et al. 1991b).
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Par rapport a une ponction hebdomadaire, la pandtibebdomadaire ne réduit ni le nombre de
follicules ponctionnables de diametre supérieur @rg, ni le hombre d'ovocytes récupérés par
ponction (Van der Schans et al. 1991, Gibbons.e1394, Kruip et al. 1994). Elle offrirait au
contraire l'avantage de pouvoir ponctionner une utatppn folliculaire relativement plus
homogene. Selon certains auteurs, par rapporegpanction réalisée toutes les 96 heures, une
ponction réalisée toutes les 48 heures augmenfeolecentage d'ovocytes récupérés et celui
d'ovocytes morphologiquement intacts (52.6 vs 38.2Lependant, ce rythme de ponction
s'accompagne d'une diminution de la qualité desydes au cours des 2 mois de ponction (Simon
et al. 1993). Réalisée par laparoscopie transadgina ponction bihebdomadaire permet par
rapport a une ponction hebdomadaire de doubleomebre d'ovocytes récoltés par semaine (12.2
vs 5.2) (Reichenbach et al. 1994).

L'effet d'unestimulation de la croissance folliculairu moyen de PMSG ou de FSH a été
étudié. Bien qu'elle s'accompagne d'une augmentdti nombre de follicules ponctionnables, elle
n‘augmente ni le nombre ni le pourcentage d'ovecsédeoltés par rapport au nombre de follicules
ponctionnés (Pieterse et al. 1992, Walton et ad31Bungartz et al. 1995). Cependant, selon
Looney et al. (1994), un traitement au moyen de B8idit plus bénéfique s’il était appliqué a des
animaux subfertiles. Elle est par ailleurs safest slur le nombre d'ovocytes fécondés ou le nombre
d'embryons obtenus (Looney et al. 1994, Bungartd.€t995). Ces observations sont sans doute
liées au fait que le pourcentage de récupératian a®cytes diminue lorsque le diameétre du
follicule ponctionné augmente (Pieterse et al. 8991Ainsi des taux de récupération de 58, 53 et
37 % ont été obtenus apres ponction de follicukeslidmetre respectivement compris entre 3 et 5
mm, 6 et 10 mm ou supérieur a 10 mm (Pieterse é08llb). De méme, Van der Schans constate
gu'apres un traitement au moyen de PMSG, 91.4 %dms/tes récoltés proviennent de follicules
de diametre compris entre 2 et 5 mm (Van der Scleare. 1991). Cette observation a été
confirmée apres ponction in vitro d'ovaires prétead'abattoir. Des taux de récupération de 53 %,
43 % et 47 % ont été obtenus apres ponction dedtdk de diametre respectivement compris entre
2 et 4 mm, 5 et 10 mm ou supérieur a 10 mm (Fg}.€t993). La cause peut en étre trouvée dans
le fait qu'une fois ponctionné, la paroi du folleutend a s'affaisser et a former des replis
susceptibles d'emprisonner l'ovocyte (Baltussel. éf990) ou de coiffer I'extrémité de l'aiguille ¢
qui supposerait I'utilisation d'une pression diagjmn plus élevée lors de ponction de follicules d
plus grand diameétre (Vos et al. 1994). Apres aitdment de superovulation, le pourcentage de
récupération des ovocytes est d'autant plus élegdajponction est réalisée tardivement apres le
pic de I'hormone Iutéotrope (LH) (Vos et al. 19%4ubbings et al. 1990, Callessen et al. 1987).
Cette observation a été imputée a la réductionedwédd’adhésion du cumulus proliger a la paroi
folliculaire dans les follicules préts a ovuler @/et al. 1994) ou en voie d'atrésie (Pieterse.et al
1988).

D’autres traitementsont été évalués. Ainsi, lors de ponction hebdairad I'injection d'une
prostaglandine en cas de présence d'un corps jaammet I'obtention d'un plus grand nombre
d'ovocytes mais réduit leur qualité. Le nombrevdytes reste néanmoins inférieur a celui obtenu
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lors de ponctions bihebdomadaires (Reichenbach &084). La suppression de I'effet inhibiteur

du follicule dominant par une vaccination contiaeHibine, ne modifie pas le nhombre d’ovocytes
obtenus (Fry et al. 1994). Il est possible gimrmone de croissance (GH: growth hormone)
connue pour augmenter le nombre d’embryons traaisie€s apres un traitement de superovulation
(Gong et al. 1196) puisse offrir de nouvelles pecspes dans le cadre de la fécondation in vitro
d’ovocytes prélevés par ponction échoguidée (Biodd.1997).

L'effet dustade de reproductioa également été étudié. Comparant des génississet
vaches en lactation, taries ou gestantes, Bungasterve un nombre moyen de follicules
ponctionnables significativement plus élevé chazvaches en lactation (10.6) et taries (9.3) que
chez les vaches gestantes (7.3) ou les génissEs (&e nombre d'ovocytes récoltés n’est
cependant pas significativement différent (5.7 2).7.Le pourcentage d'ovocytes récoltés est
significativement plus élevé chez les vaches tafids4 vs 66.3 a 69.9). Enfin, le pourcentage
d'embryons obtenus n’est pas significativemenediffit (11.9 a 22.7 %) entre les quatre groupes
comprenant il est vrai un nombre limité d'animada(6) (Bungartz et al. 1995).

La qualité des ovocytes ponctionrgst un facteur déterminant du pourcentage d'embryo
obtenus (Shioya et al. 1988). Divers critéres holpgiques (Leibfreid et First 1979, Simonetti et
al. 1985, De Loos et al. 1989, Kruip et al. 199G)h@rmonaux (Callensen et al. 1986, Goff et al.
1986, Maurer et al. 1987, Stubbings et al. 1996yaduation de la qualité des ovocytes ont été
proposeés. Celle-ci dépend entre autres chosesligedes follicules dont ils proviennent (Kruip et
al. 1991). D'une étude réalisée in vitro sur desires prélevés a l'abattoir, il ressort que tdeizc
les vaches gestantes que non gestantes, le pageatibvocytes normaux diminue lorsque la taille
du follicule dont ils sont issus augmente (Domirgyd895). La cause doit en étre trouvée dans
l'augmentation de la probabilité d'atrésie avetalbe du follicule (Ko et al. 1991, Skyer et al.
1987). Ce facteur est trés certainement a preadreonsidération puisque 85 % des follicules
présents sur les ovaires sont plus ou moins ateliqKruip 1982). Etudiant la qualité des
ovocytes provenant de follicules de diamétre sepéria 8 mm, Stubbings constate que les
ovocytes matures proviennent le plus souvent dietdités dont le volume est d'au moins 0.3 ml (10
mm de diamétre moyen) et dont les concentrationm@yestérone, oestrogenes et testostérone sont
respectivement supérieures a 100 ng, compriseg énet 60 ng et entre 5 et 45 ng par mi
(Stubbings et al. 1990).

La concentration folliculaire en progestérone éghifcativement augmentée apres le pic de LH
chez les animaux superovulés (Callesen et al. 1888 et al. 1986, Maurer et al. 1987). A
I'inverse, la concentration en oestrogenes semtrke i@dépendante de la taille du follicule
(Callesen et al. 1986, Stubbings et al. 1990)e Edlrait néanmoins plus élevée chez les animaux
n‘ayant pas manifesté de pic de LH (Goff et al.61®ubbings et al. 1990). Les concentrations en
androgenes suivent une évolution paralléle a akdke oestrogenes confirmant le role de substrat
joué par les premiers a l'encontre des second$on $&s auteurs, la présence d'un corps jaune
réduirait (Moreno et al. 1992), augmenterait (Greeal. 1992) ou serait sans effet (Dominguez
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1995) sur la qualité des ovocytes ou leur capaciédre fécondés et a évoluer jusqu'au stade de
morula ou de blastocyste.

Il existe comme pour les traitements de superdhamaet la récolte d'embryons in vivo, une
grande variabilité individuellelans le nombre d'ovocytes récoltés (Pieterse @8R, Kruip et al.
1994, Lansbergen et al. 1995, Gibbons et al. 18850 et Dobson 1995, Meintjes et al. 1995,
Donnay et al. 1996). On peut y voir en partieféefindirect de I'état corporel de I'animal au
moment de la ponction qui en cas dinsuffisanceuiréit le nombre de follicules de diamétre
inférieur a 4 mm et supérieur a 10 mm (Dominguexs)9

Il faut par ailleurs noter que I'absence de répanan traitement de superovulation ne laisse
présumer en rien un échec éventuel lors de la wonde lI'animal. En effet, reccemment il a été
prouvé que le taux de blastocystes transférabldenob apres ponction de 200 donneuses
d'embryons n'ayant plus répondu depuis au moinanua des traitements de superovulation était
comparable a celui obtenu chez des animaux nornealieayclés (Looney et al. 1994). Semblable
conclusion a été apportée apres application declanique a des animaux infertiles (Bungartz et al.
1995). Les techniques de superovulation et detmonéchoguidée se completent donc fort bien
pour optimiser la production d'embryons de vacHébtel Une stimulation ovarienne préalable
contribue a augmenter le pourcentage de récupérdéis ovocytes mais en diminue la qualité pour
la fécondation in vitro.

4. Conséquences possibles

A court terme les effets de la ponction sur le cycle oestrgdaapissent dépendre de sa
fréquence. A la différence d'une ponction bihebddaire, la ponction hebdomadaire n'interfere
pas avec la cyclicité de l'animal (Gibbons et @04). Réalisée trois fois par cycle, la ponction
n'‘en entraine l'allongement que dans 7 % des c¢ate($e et al 1991b). La raison peut en étre
trouvée dans le fait qu'a la différence de I'émautérisation (Villa-Godoy et al. 1985), la pooati
folliculaire ne lése pas les cellules de la gramsdeet par conséquent n'interfére pas avec les
mécanismes hormonaux de la lutéolyse et du dévetoppt lutéal. Cependant, réalisée a
intervalles inférieurs a 5 jours (ponction bi-hebdalaire), elle s'accompagne d'un état d’anoestrus
de I'animal pendant la durée de la ponction (Gilsbeinal. 1994, Kruip et al. 1994). Par ailleurs, un
effet indirect de la ponction sur le rythme de ssance folliculaire n'est pas a exclure. En eliéet,
nombre de cycles présentant 3 vagues de croissaticailaire se trouve significativement
augmenté aprés ponction (Pieterse et al. 1991k)mBme, parce qu'elle empéche I'émergence du
follicule dominant, la ponction bihebdomadaire faserait le recrutement d'une population plus
homogene de petits follicules (Bungartz et al. 3995

A moyen terme aprés application sur le méme animal pendant &s,ma ponction
bihebdomadaire est sans effet sur la cyclicitérieliée de l'animal qui par la suite peut encore
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donner naissance a des veaux (Kruip et al. 198Bmblable observation a été effectuée apres
ponction de génisses prépuberes (Looney et al.)1995

Les conséquences sur l'ovaire lui-méme sont égalenmineures puisque seul un
épaississement de la capsule ovarienne a été déérite apres 3 a 5 mois de ponctions
bihebdomadaires (Pieterse et al 1991b, Van derrScbiaal 1991, Simon et al 1993, Kruip et al.
1994, Meintjes et al. 1995). Certains auteursiaentifié la formation possible d’'un hématome au
sein des follicules ponctionnés surtout si leundifre était égal ou supérieur a 11 mm (Bergfelt et
al. 1994). Il est intéressant de noter égalemai#t [a différence de la jument (Carnevale et al.
1987), la lutéinisation du follicule ponctionné stenabituellement pas observée chez la vache
(Pieterse et al. 1988, Pieterse et al. 1991a,bgf@eet al. 1994).

De maniére plus spécifique, la ponction réaliséendaiere répétée au cours de l'oestrus provoqué
par I'administration d'une prostaglandine a demank superovulés, n'induit aucune variation du
délai d'apparition du pic de LH (Vos et al. 1994Qette observation exclut la possibilité d'un effet
stressant de la ponction médié par les corticqiféwards et al. 1987).

5. Autres champs d'applications potentiels

Bien qu'appliqué en priorité a des animaux cycléprélevement d'ovocytes a également
été réalisé chez demnimaux prépuberesoit par laparoscopie chez des veaux agés de 3 a 9
semaines (Armstrong et al. 1991, Armstrong et @921 Armstrong et al. 1994) ou par échographie
sur des veaux ageés de 6 a 16 semaines (Brogligttdiams 1996) ou de 6 a 9 mois (Looney et al.
1995). Il a également été appliqué chez des anirgastants tant par laparotomie (Ryan et al
1990, Ryan et al 1993) que par ponction échoguiggan et al.1990, Ryan et al.1993, Meintjes et
al 1993).
Le prélevement d’'ovocytes a des animaux prépubeffes I'avantage de contribuer a réduire
I'intervalle entre générations et donc d’amélidesigain génétique annuel. |l pose néanmoins le
double probleme d’adapter le systéme de ponctibenatomie vaginale de I'animal et de réaliser
une ponction sans pouvoir fixer I'ovaire. Moyennbadaptation d’une sonde de 5 MHz convexe a
usage humain, de diametre de 2.5 cm et d’'une lamgiee 39 cm, certains auteurs sont cependant
parvenus en placant I'animal en position debouenuwlécubitus dorsal & prélever des ovocytes
avec ou sans stimulation ovarienne préalable. d3eais de fixation des ovaires au moyen d’'une
cuilléere a usage transrectal ou de forceps tramsaag se sont révélés infructueux. La méthode
requiert une expérience certaine mais peut étrigaige aux brebis, chévres et lamas. Par ailleurs,
I'impossibilité de fixer les ovaires suppose I'ewipii’aiguilles particulierement bien aiguisées. |
est vrai qu’en décubitus dorsal, une pression éeerur I'abdomen de l'animal contribue a
immobiliser les ovaires (Brogliatti et Adams 1996l semblerait cependant qu’en I'état actuel des
connaissances (Duby et al. 1996), la techniquead€l\¥ (Fécondation In Vitro) doive davantage
étre réservée aux animaux agés de plus de 6 mmiseffet, plusieurs différences physiologiques
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ont & ce jour été observées entre les veaux desna@rb mois et les animaux plus agés. Elles
concernent le synchronisme du développement deofaulgtion folliculaire, I'apparition des
compétences cytoplasmigues et/ou nucléaires dexcy®#s la libération des hormones
hypophysaires LH et FSH et la libération du Capedcmessager impliqué dans le mécanisme de
la fertilisation.

Par rapport a un schéma de superovulation etadbdteéd'embryons in vivo, la ponction des
follicules chez lesanimaux gestanteffre I'avantage de ne pas interférer avec |vake entre
vélages. Elle peut étre réalisée aprés une stiloal@varienne puisqu'il fut démontré que des
traitements avec de la FSH (Ryan et al. 1993) eg de la PMSG (Casida et al. 1943) n'interférent
pas avec la longueur de gestation ou la fonctiomboale progestéronique. De fait, aprés un
traitement au moyen de 40 UA (Unite Armour) de FiHhombre de follicules ponctionnables (de
diameétre supérieur ou égal a 2 mm et d’ovocytegddité s’est avéré étre équivalent chez des
vaches non-gestantes ou gestantes de 60 a 95jbeirgjes et al. 1995). Appliquée pendant le ler
trimestre de la gestation, elle ne s’est accompadiaicun risque d’avortement ou de néomortalité
(Meintjes et al. 1995).

Bien que la ponction échoguidée soit a I'neuraediet principalement utilisée en vue de la
récupération des ovocytes, cette méthode est dildeege connaitre deapplications cliniques
plus étendues dont les plus importantes a ce jouir I®tude hormonale des liquides folliculaire
(Vos et al. 1994)., allantoidien ou amniotique mM&lioration de la réponse aux traitements de
superovulation, I'optimisation de la régulation dycle sexuel ou le sexage de I'embryon et du
foetus.

Par rapport a d'autres méthodes de ponction réaljzd@r laparotomie (Leibo et Rall 1990) ou par la
voie transsacroischiatique, transischiorectale I@sagne et Mitchell 1977) ou transvaginale
(Sprecher et Kaneene 1992), la ponction échoguaffre l'avantage de pouvoir prélever de
maniere répétitive jusqu'au 3éme mois de gestatioriquide allantoidien ou amniotique des
respectivement le 32eme et le 44éme jour de gestéfios et al. 1990) et de réduire les risques de
mortalité embryonnaire ou d'avortement que peuwsntainer ces prélevements. |l n'est pas
illusoire de penser que cette méthode puisse toestine alternative intéressante au sexage de
I'embryon par échographie.

Plusieurs recherches ont identifié le role inhinitedu follicule dominant de chaque vague
folliculaire sur la croissance des autres follisulet donc sur la réponse aux traitements de
superovulation (Guilbaut et al. 1991, Huhtinen letl@92, Bungartz et Niemann 1994). Réalisée
initialement par ovariectomie unilatérale (Staidemilet al 1982) ou par électrocautérisation (Ko et
al 1991), la suppression de I'activité inhibitride follicule dominant a par la suite été effectpae

sa ponction échoguidée (Bungartz et Niemann 198d)hode moins invasive et plus répétable que
les précédentes. Cette intervention se tradu@nsplusieurs auteurs par une augmentation du
nombre d'embryons chez des vaches superovuléesnguiépondaient que faiblement aux
traitements (Adams 1994, Lindsey et al 1994).
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Les variations de l'intervalle entre I'injectionutie prostaglandine et I'ovulation ont été attritsuée
au statut folliculaire présent lors du traitemertiucteur (Sirois et Fortune 1988, Savio et al. 1990
Kastelic et Ginther 1991). Ainsi, si la lutéolysst induite avant que le follicule dominant ne
devienne atrétique, I'ovulation apparait-elle ppugcocement. A linverse, elle sera différée si
I'injection de prostaglandine est réalisée apres lgufollicule dominant ait entamé son atrésie.
Elle résulte vraisemblablement dans ce cas de ladiam du follicule dominant issu de la vague
folliculaire suivante (Savio et al. 1990, KastadtoGinther 1991, Ko et al. 1991).

De méme, selon certains auteurs, la ponctionalksules de diametre supérieur ou égala 5 mm 4
jours avant l'injection d’'une prostaglandine emeaiune meilleure synchronisation des génisses
ainsi traitées (81 % d’ovulation dans les 5 jowste 53 % chez les génisses non ponctionnées).
De méme, quel que soit le stade du cycle auquyabriation a été réalisée, on observe une nouvelle
vague de croissance folliculaire dans les deuxsjsuivant la ponction des follicules de diamétre
€gal ou supérieur a 5 mm (Bergfelt et al 1994).

Plus récemment, il a été démontré que la pondicoguidée constituait une méthode
alternative intéressante pour la production d’amim&ransgéniques étant donné qu’elle offre la
possibilité de mieux contréler le statut sanit@rgénétique des animaux prélevés in vivo (Gibbons
et al. 1995).

Enfin, la ponction échoguidée est également pesijrement appliquée dlautres especes
animalestelles que la jument (Hinrichs et Kenney 1987, dBret al. 1992, Cook et al. 1992,
Bracher et al. 1993, Gastal et Ginther 1995,) ehtvre (Graff et 1995).
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Figure 1. Schéma de la ponction échoguidée des follicweasiens dans I'espéce bovine
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