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RESUME. A travers une vaste revue de la littérature, les auteurs ont effectué une synthése relative aux aspects
techniques de la ponction échoguidée des follicules ovariens dans I'espéce bovine, a leurs résultats potentiels
et aux facteurs influengant ces derniers. La technique permet la récolte d’en moyenne un ovocyte dans 57 %
des cas de follicules ponctionnés. Trois a dix ovocytes sont ainsi récupérés au cours de chaque séance de
ponction. En moyenne quatre ovocytes sur cing seront mis en maturation. Parmi ceux-ci, 50% seront fécondés
et 15 % atteindront le stade de blastocyste ou de morula. La détermination plus précise de criteres permettant
de mieux sélectionner les animaux et les follicules a ponctionner, de méme que le recours éventuel a des trai-
tements hormonaux complémentaires tels que I’'hormone de croissance, seraient de nature a améliorer les ré-
sultats jusqu’ici obtenus et a limiter les grandes variations individuelles observées. La technique présente di-
vers avantages. Outre aux animaux non-gestants répondant ou non aux traitements classiques de
superovulation, elle peut étre appliquée également a des animaux gestants et prépuberes pendant des pé-
riodes de plusieurs mois. Les conséquences ovariennes et sur la fertilité ultérieure sont limitées. De plus, elle
permet de prélever des liquides foetaux. Enfin, elle peut également étre appliquée a d’autres espéces animales

telles la jument ou les petits ruminants.

INTRODUCTION GENERALE

Depuis de nombreuses années déja,
I'attention des généticiens s’est foca-
lisée sur la sélection tant en qualité
qu’en quantité de vaches génétique-
ment supérieures. Par ailleurs, les
impératifs économiques de 1’élevage
bovin obligent davantage que par le
passé les éleveurs a optimiser le po-
tentiel de production de leur trou-
peau, notamment par une réduction
de l'intervalle entre vélages ou par
une augmentation du nombre de
veaux produits annuellement par ces
mémes vaches, sachant que la saillie
naturelle ou I'insémination artifi-
cielle ne permettent la production
dans le meilleur des cas que d’un
seul veau par an et par vache. Ces
objectifs génétiques et économiques
ont été a la base du développement
des biotechnologies de la reproduc-
tion telles que MOET ou la féconda-
tion in vitro.

La méthode dite MOET (Multiple
Ovulation and Embryo Transfer)
implique le traitement des animaux
avec des hormones gonadotro-
phiques (PMSG, FSH). Ces traite-
ments de superovulation ont ainsi
permis d’augmenter de 1 a 10 le
nombre d’ovules libérés par cycle.
C’est en 1951 déja qu’est né le pre-
mier veau obtenu aprés insémina-
tion d’un animal donneur, récupé-
ration des embryons et leur transfert
a des animaux receveurs (Willet et
al. 1951). Répétable en moyenne
cing fois par an et par vache, cette
procédure se traduit actuellement en
pratique par 1’obtention annuelle de
25 embryons transférables (Sau-
mande et al. 1984, Hasler 1992).
Elle n’est cependant pas exempte
d’inconvénients puisqu’en effet, elle
allonge de deux mois environ le
délai nécessaire a I’obtention d’une
gestation et peut s’accompagner,
surtout si elle est répétée chez le

méme animal, de réactions iatro-
génes ou de kystes ovariens voire
d’infections utérines (Bak et al.
1989). Estimée a 100.000 ovocytes,
la réserve ovocytaire ne conduit en
fait a la production moyenne que
d’une centaine d’embryons sur la vie
d’un animal soumis a des traite-
ments de superovulation et récolte
d’embryons. 1l existe donc un gas-
pillage énorme du potentiel géné-
tique femelle susceptible d’&tre mis a
profit pour la production d’em-
bryons. C’est pourquoi furent mises
au point des techniques de récupé-
ration d’ovocytes et des méthodes
de fécondation in vitro. Celles-ci ap-
paraissent d’autant plus justifiées
que différentes recherches sont ve-
nues confirmer la continuité du pro-
cessus de croissance folliculaire
sous forme de vagues tant chez les
animaux gestants que non-gestants
(Savio et al. 1988, Sirois et Fortune
1988, Bergfeldt et al. 1991).
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Le premier veau né apres maturation
in vitro (MIV), fécondation in vitro
(FIV) et transfert non chirurgical de
I’embryon ainsi obtenu est né en
1981 (Brackett et al. 1982). C’est
cependant au cours des années sui-
vantes que se développe la féconda-
tion in vitro d’ovocytes prélevés sur
des ovaires obtenus apres abattage
des animaux (Lu et al. 1987, Xu et
al. 1987, Goto et al. 1988, Eyestone
et First 1989, Bavister et al. 1992,
Greve et al. 1993), les ovocytes étant
récupérés soit par aspiration du li-
quide folliculaire, par section de
I'ovaire en tranches ou par dis-
section (First et Parrish 1987,
Leibfried-Rutledge et al. 1987).
Cette méthode de collecte des ovo-
cytes est encore largement utilisée
dans le cadre de recherches fonda-
mentales sur la fécondation in vitro
ou plus occasionnellement dans le
cas d’animaux réformés pour des
raisons sanitaires ou abattus d’ur-
gence (Xu et al. 1992, Van Soom et
al. 1994). Elle permet en moyenne
I'obtention de 25 a 30° % d’em-
bryons transférables (Lu et Polge
1992, Brackett et Zuelke 1993,
Carolan et al. 1994, Gibbons et al.
1995). Irréversible, elle n’est par

" ailleurs pas exempte de difficultés

liées non seulement a I’état sanitaire
ou au statut génétique de 1’animal
donneur prélevé a I’abattoir mais
également a la méthode de préleve-
ment qui interrompt de maniére
brutale et parfois prolongée les mé-
canismes physiologiques et biochi-
miques présidant au développement
ovocytaire.

Le caractére irréversible du préléve-
ment in vitro et son intérét génétique
limité ont conduit a la mise au point
de méthodes laparoscopiques ou
échographiques offrant la possibilité
d’un prélévement d’ovocytes in vivo.

La laparoscopie ventrale (Laurencik
et al. 1991, Armstrong et al. 1991),
paralombaire (Lambert et al. 1983,
Sirard et Lambert 1985, Lambert et
al. 1986, Sirard et Lambert 1986,
Laurencik et al. 1991, Fayrer-
Hosken et Caudle 1991) ou transva-
ginale (Stubbings et al. 1988,
Armstrong et al. 1991, Reichenbach
et al. 1993, Reichenbach et al. 1994)
a été expérimentée dans I'espéce bo-
vine. Elle est applicable de maniére
répétée sur le méme individu et n’en-
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traine qu’occasionnellement des
complications péritonéales telles que
des adhérences (Lambert et al.
1983). Son utilisation hebdoma-
daire voire bihebdomadaire ne peut
selon certains auteurs étre prolongée
plus de 5 semaines (Reichenbach et
al. 1994). Bien qu’elle permette chez
la vache d’obtenir un pourcentage de
récupération des ovocytes compris
entre 50 et 84 % (Sirard et Lambert
1985, Stubbings et al. 1988, Rei-
chenbach et al. 1993, Reichenbach
et al. 1994), elle a pour des raisons
pratiques telles que la mise a jeun de
Panimal, la nécessité d’induire une
distension abdominale, I’allonge-
ment de I'intervalle entre deux ponc-
tions...), été progressivement rem-
placée par des méthodes de ponction
ayant recours a I’échographie.

D’abord utilisée par voie transcuta-
née au niveau de la région sacrois-
chiatique (Callesen et al. 1987), la
ponction échoguidée des follicules
ovariens (OPU: Ovum Pick-Up) est
communément utilisée a I’heure ac-
tuelle par voie transvaginale chez la
vache (Pieterse et al. 1988, Kruip et
al. 1990, Vos et al. 1990, Kruip et al.
1991, Pieterse et al. 1991a, Pieterse
et al. 1991b, Sprecher et Kaneene
1992, Armstrong et al. 1992, Ryan
et al. 1993, Vos et al. 1994, Bro-
gliatti et Adams 1996).

Le présent travail a pour but de faire
une mise au point des potentialités
de la méthode dans les différentes
espéces animales mais aussi de ses
facteurs limitants inhérents a ses as-
pects techniques et 4 la physiologie
folliculaire.

LA PONCTION ECHOGUIDEE:
ASPECTS TECHNIQUES

Le matériel

Simple en apparence, la méthode de
ponction échoguidée suppose néan-
moins la parfaite maitrise de divers
aspects pratiques parfois différents
selon les équipes.

Le matériel échographique

Il se caractérise tout a la fois par la
configuration et la fréquence de la
sonde utilisée. Habituellement sec-
torielle, la sonde peut néanmoins
étre semi-courbe (finger type) ou li-

néaire. Sa fréquence s’échelonne
entre 3.5 et 7.5 MHz (Pieterse et al
1988, Van der schans et al 1991,
Pieterse et al. 1991b, Kruip et al
1994, Bergfeldt et al. 1994, Gibbons
et al. 1994). Cependant, parce
qu’elle offre une meilleure résolu-
tion, une sonde de 7.5 MHz s’avére
optimale pour visualiser la popula-
tion folliculaire ponctionnable.
Déterminée in vitro par échogra-
phie, celle-ci se compose de folli-
cules de diameétre compris entre 2 et
4 mm (92 %), entre 5 et 10 mm
(6 %) et supérieur a 10 mm (2 %)
(Fry et al. 1993). Comparée a
d’autres méthodes, I’échographie
sous-évalue cependant le nombre de
follicules ponctionnables réellement
présents sur I'ovaire. Ainsi, compa-
rant la détermination antemortem
par échographie et postmortem par
dissection du nombre de follicules
présents sur les ovaires, Gong dé-
montre que I’échographie n’identifie
que 19 et 44 % des follicules de taille
respectivement inférieure a 5 mm et
comprise entre 5 et 10 mm (Gong et
al. 1993). Cette observation fut
confirmée a l'occasion d’une autre
étude au cours de laquelle un folli-
cule sur trois (34 %) détecté par dis-
section fut identifié par échographie
(Pieterse et al. 1990).

Les aiguilles de ponction

Selon les équipes, quatre types d’ai-
guilles de ponction sont utilisées. Le
premier type d’aiguille est constitué
d’une seule piece d’une longueur de
50 a 60 cm, biseautée a son extré-
mité. Son utilisation répétée en en-
traine 'émoussement. Quoique pos-
sible, un nouvel aiguisage de ces
aiguilles ne leur restitue cependant
pas leur tranchant initial. Elles sont
par ailleurs fort cofiteuses (Pieterse
et al. 1988, Simon et al. 1993,
Gibbons et al. 1994, Looney et al.
1994). Une amélioration a été ap-
portée par 'utilisation d’aiguilles
d’injection jetables fixées par collage
ou soudure & une tubulure métal-
liqgue d’un diameétre équivalent. Une
réduction de I'espace mort entrainé
par ces deux premiers types d’ai-
guilles a été obtenu en raccordant
Iaiguille jetable & une tubulure en si-
licone passant au travers du tube
métallique (Rath 1993, Bols et al.
1995). Le dernier type d’aiguille




comporte un double conduit. Cette
adaptation technique offre la possi-
bilité d’injecter du liquide dans la ca-
vité folliculaire (Fry et al 1993).

Le tranchant et I’échogénicité sont
deux caractéristiques essentielles des
aiguilles de ponction. Une attention
particuliere sera également réservée
a la nature du matériel (métal, inox),
au biseau (25° a 45°), a la longueur
totale (40 a 60 cm) ainsi qu’aux dia-
meétres interne (0,6 a4 1,2 mm) et ex-
terne (0,8 & 1,6 mm) des aiguilles de
ponction. Le diamétre interne (0,6 a
1,2 mm) ne semble pas influencer le
taux de récupération des ovocytes
(Baltussen et al. 1990). Sa réduction
offre I'avantage de pouvoir ponc-
tionner les follicules de petit dia-
metre (2 mm). La réduction du
diameétre évite par ailleurs la conta-
mination éventuelle des tubes de ré-
colte par du sang mais augmente le
risque de Iésion du cumulus oopho-
rus des ovocytes lors de I’aspiration
et par conséquent leur potentiel de
fécondation future. A [Pinverse,
I'augmentation du diametre externe
entraine plus de Iésions de la paroi
vaginale, de I'ovaire et des follicules
mais contribue & augmenter le pour-
centage de récupération des ovo-
cytes (Fry 1993).

Le ringcage
de la cavité folliculaire

Réalisé au moyen de PBS (Phos-
phate Buffered Saline), il augmente
(Fry et al. 1994) ou non (Baltussen
et al. 1990) chez la vache, le taux de
récupération des ovocytes. Chez la
jument (Vogelsang et al. 1988), son
effet favorable a été reconnu. 1l né-
cessite cependant I’augmentation du
diameétre de I'aiguille et contribue
par ailleurs a allonger le temps né-
cessaire a la ponction (Pieterse et al.
1988). Réalisé sous trop forte pres-
sion, le rincage de la cavité follicu-
laire peut en entrainer la rupture et la
perte de Povocyte (Pieterse et al.
1988). Certains systémes sont équi-
pés d’une tubulure de ringage per-
manent de laiguille d’aspiration
(Simon et al. 1993). Cette adapta-
tion évite I'obturation du canal de
I'aiguille par de petits caillots de
sang, phénomene plus fréquemment
observé si 'ovaire est porteur d’un
corps jaune fonctionnel.

Le dépdt par trempage d’un film de
BSA (Bovine Serum Albumine) sur
la face interne des aiguilles ainsi que
des tubulures de connexion ne
semble pas améliorer le taux de ré-
cupération des ovocytes (Baltussen
et al 1990).

Les tubulures de connexion

Elles doivent é&tre congues de ma-
niére & éviter autant que possible les
turbulences susceptibles de Iéser les
ovocytes ou de réduire le pourcen-
tage de récupération. Leur diameétre
est habituellement supérieur au dia-
metre interne de l'aiguille de ponc-
tion et leur rigidité assure une résis-
tance au vide d’aspiration appliqué
par la pompe aspirante. Elles sont au
préalable rincées au moyen du li-
quide de récolte (PBS).

La pression d’aspiration

Elle constitue un des principaux fac-
teurs influengant le taux de récupé-
ration des ovocytes. Habituellement
exprimée en mm de Hg, la pression
d’aspiration réellement observée a
I’extrémité de l'aiguille est comprise
selon les auteurs entre 40 et 150 mm
de Hg (Bungartz et al. 1995, Van der
Schans et al. 1991, Lindsey et al.
1994, Kruip et al. 1994, Fry et al.
1993, Looney et al. 1994, Meintjes
et al. 1995, Brogliatti et Adams
1996, Gibbons et al. 1994, 1995,
Bols et al. 1995, Moyo et Dobson
1995). Elle est néanmoins dépen-
dante de différents facteurs tels que
le diamétre et la longueur de 1’ai-
guille ou le systéme de ponction uti-
lisé. Cette pression d’aspiration est
parfois exprimée en terme de ml
d’eau aspiré en une minute par la
pompe d’aspiration. Ainsi, une pres-
sion d’aspiration de 110 mm Hg
permet d’aspirer respectivement 37
et 46 ml d’eau par minute au moyen
d’aiguilles de 19 et 18 G (Bols et al.
1994). Des pressions permettant
I’aspiration de 4 'a 60 ml d’eau par
minute sont habituellement recom-
mandées (Pieterse et al. 1991b, Rath
1993, Bols et al. 1994, Bols et al.
1995, Bungartz et al. 1995, Looney
et al. 1995, Brogliatti et Adams
1996, Pieterse et al. 1988, Scott et
al. 1994, Vos et al. 1994). La pres-
sion d’aspiration doit étre a la fois
constante et non excessive. Les tur-
bulences induites au niveau des

points de jonction entre I'aiguille et
le systéme tubulaire par des varia-
tions de la pression d’aspiration ou
I'augmentation de la pression d’aspi-
ration qui accélére la progression
des ovocytes peuvent contribuer a la
perte de cellules de la granuleuse. A
I'inverse, une pression d’aspiration
trop faible réduira le taux de récupé-
ration des ovocytes. Une étude plus
spécifique réalisée in vitro a démon-
tré que 'augmentation de la pression
d’aspiration de 25 a 100 mmHg
contribue a accroitre le taux de récu-
pération des ovocytes. Cependant le
pourcentage d’ovocytes utilisables
pour la fécondation est optimal pour
des pressions comprises entre 25 et
50 mm Hg (Fry et al. 1993).
Semblable observation a été réalisée
par d’autres auteurs. Indépendam-
ment du diamétre de Iaiguille utili-
sée, une augmentation de la pression
d’aspiration de 20 a 56 ml par mi-
nute augmente le nombre d’ovocytes
dénudés et diminue celui d’ovocytes
compacts (Bols et al. 1994),

Le milieu de récolte

C’est un milieu tamponné au phos-
phore (PBS) pouvant ou non conte-
nir du sérum feetal ou des antibio-
tiques. Laddition d’héparine (2 a
5 UI/ml) contribue a limiter la coa-
gulation dans les tubulures et le tube
de récolte (Simon et al 1993, Kruip
et al 1994, Meintjes et al. 1995),
Cependant, le contact prolongé
(plus de 60 minutes) des ovocytes
avec ce milieu est de nature a en ré-
duire le potentiel de développement.
Il convient donc de les placer dés
que possible dans un milieu non hé-
pariné.

La méthode
de ponction intravaginale

La position anatomique des ovaires
de la vache, situés au bord antérieur
du bassin a une largeur de main du
col de I'utérus facilite I'utilisation de
la méthode dans cette espéce. Lani-
mal placé dans un travail de conten-
tion est éventuellement tranquillisé
par une injection d’hydrochloride de
détomidine (1 mg/100 kg) (Domo-
sedan RD) ou de xylazine (Rompun
RD). Une anesthésie locale (épidu-
rale) permet de réduire les efforts
expulsifs de 'animal. Une relaxation
plus compléte du rectum peut étre
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obtenue par une injection de 4 mg /
100 kg d’hyoscine-N-butylbromide
(Buscopan RD).

Les matieres fécales sont évacuées
du rectum. Au besoin, la vessie est
vidée au moyen d’une sonde de
Foley. La région vulvaire est lavée et
désinfectée pour éviter tout risque
de contamination des ovocytes pré-
levés. La sonde échographique est
guidée au travers de la cavité vagi-
nale jusqu’a son extrémité antérieure
paracervicale au moyen d’un guide
métallique (Figure 1). Lovaire mani-
pulé par voie transrectale est amené
sur I’extrémité de la sonde échogra-
phique. Les follicules présents sur
'ovaire apparaissent sur I’écran de
I’échographe sous la forme de zones
noires anéchogénes. Le déplacement
de 'ovaire et/ou de la sonde permet
d’ajuster la position du follicule &
ponctionner sur le trajet de I'aiguille
de ponction identifié par une ligne
sur I’écran de I’échographe. Lai-
guille est poussée vers 'avant de ma-
niére a traverser successivement la
paroi vaginale puis celle du follicule.
Une fois la pointe de Iaiguille iden-
tifiée aux abords de la cavité follicu-
laire, ’aspiration est déclenchée: elle
se traduit par la disparition progres-
sive de la zone anéchogeéne follicu-
laire. Certains auteurs (Pieterse et al.
1988, Scott et al. 1994) ont recom-
mandé de cureter la cavité follicu-
laire en imprimant des mouvements
circulaires a l'aiguille de ponction.
Aprés la ponction, le contenu de
chaque tube de récolte est maintenu
a une température de 35 a 38°C. Il
est filtré et examiné pour isoler et
mettre en maturation les ovocytes
récupérés.

RESULTATS POTENTIELS

Ils sont exprimés par divers para-
métres tels que le pourcentage
moyen d’ovocytes récupérés par
rapport au nombre de follicules
ponctionnés, par le nombre moyen
d’ovocytes obtenus par session de
ponction ou encore par le pourcen-

tage d’embryons obtenus par rap-

port au nombre d’ovocytes mis en
maturation. Les valeurs de ces para-
meétres dépendent de multiples fac-
teurs susceptibles d’influencer les
manipulations réalisées non seule-
ment in vivo mais également in vitro.
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Parmi d’autres, il convient d’insister
sur le rdle de 'expérience de I'opéra-
teur, du rythme de prélévement, de
la fréquence de la sonde et donc de
son pouvoir de résolution, de I’ani-
mal et notamment de son statut gé-
nétique et physiologique, des éven-
tuels traitements hormonaux réalisés
avant la ponction et d’autres aspects
plus techniques déja évoqués.

Paramétres d’évaluation

Par rapport au nombre de follicules
ponctionnés, le pourcentage moyen
d’ovocytes récoltés est de 57 % mais
varie selon les auteurs entre 19 et
70 % (Pieterse et al. 1988, Baltussen
et al. 1990, Van der Schans et al.
1991, Pieterse et al. 1991b, Kruip et
al. 1991, Simon et al. 1993, Kruip et
al. 1993, Looney et al. 1994, Scott et
al. 1994, Roelofsen-Vendrig et al.
1994, Vos et al. 1994, Bungartz et al.
1995, Lansbergen et al. 1995, Moyo
et Dobson 1995, Donnay et al.
1996) (Tableau 1).

Selon les auteurs, le nombre moyen
d’ovocytes récupérés par session de
ponction échoguidée in vivo est
compris entre 2.8 et 9.7 (Van der
Schans et al. 1991, Gibbons et al.
1994, Kruip et al. 1994, Looney et
al. 1994, Gibbons et al. 1995,
Bungartz et al. 1995, Donnay et al.
1996). Appliquée a 200 vaches lai-
tieres et a viande, la technique a per-

mis de récupérer en moyenne
6.3 ovocytes par vache dans 98 %
des 1006 séances de ponction effec-
tuées (Looney et al. 1994). Plusieurs
auteurs s’accordent a dire qu’il
existe davantage de variations du
nombre de follicules ponctionnés
(8 a 20) et d’ovocytes récoltés (4 a
11) entre animaux qu’au cours du
temps pour un animal donné (Kruip
et al. 1994, Gibbons et al. 1995).

La ponction écho-guidée des folli-
cules ne constitue qu’'une étape a
I’obtention d’embryons. Les ovo-
cytes doivent en effet &tre mis en ma-
turation puis étre fécondés. En
moyenne, 82 % des ovocytes récupé-
rés peuvent étre mis en maturation
(Tableau 2). Selon les auteurs, ce
pourcentage est compris entre 41 et
100 %. (Kruip et al. 1991, Kruip et
al. 1993, Kruip et al. 1994, Looney
et al. 1994, Bungartz et al. 1995,
Meintjes et al. 1995). 1l en résulte la
maturation d’un ovocyte sur deux en
moyenne (49 %) (Simon et al. 1993,
Kruip et al. 1994, Looney et al.
1994, Bungartz et al.1995, Bols et
al. 1995, Meintjes et al. 1995)
(Tableau 2).

En moyenne, 15 % (3 a 41 % selon
les auteurs) des ovocytes mis en ma-
turation atteignent le stade de mo-
rula ou de blastocyste (Kruip et al.
1991, Kruip et al. 1993, Gibbons et
al. 1994, Looney et al. 1994, Kruip

1. Ovaires et follicules
2. Col utérin
3. Corne utérine

5. Rectum
6. Aiguille de ponction
7. Guide d’aiguille
et de sonde
8. Sonde échographique
9. Tube de récolte
10. Tuyau de la pompe
d’aspiration
11. Cable de la sonde
échographique

Figure 1
Schéma de la ponction échoguidée des follicules ovariens dans I’espece bovine.




etal. 1994, Bols et al. 1995, Gibbons
et al. 1995, Bungartz et al. 1995)
(Tableau 2). Kruip estime a 2.1 le
nombre d’embryons produits par
animal et par semaine sur base d’une
ponction bihebdomadaire, ce qui re-
présente un nombre annuel moyen 4
fois supérieur a celui autorisé par la
superovulation (Kruip et al. 1994),
D’une expérience réalisée au moyen
de vaches infertiles et apres transfert
de 813 embryons a des receveuses,
Looney obtient 325 gestations soit
respectivement 5.1 % de gestations
par rapport au nombre de follicules

ponctionnés et 39.9 % par rapport
au nombre de morulas ou blasto-
cystes obtenus (Looney et al. 1994).
D’une expérience comparée menée
dans le méme laboratoire, il ressort
que respectivement 30 et 41 %
d’embryons ont été obtenus apres
fécondation d’ovocytes récoltés in
vitro et in vivo (Gibbons et al. 1995).

Facteurs susceptibles d’influencer
les résultats

Différentes fréquences de ponction
ont été évaluées. Réalisée en début

(J3-J4), au milieu (J9-]J10) et en fin
de cycle (J15-J16), la technique per-
met de ponctionner en moyenne 13
follicules par cycle. Le nombre
moyen de follicules ponctionnés en
début de cycle (4.9) est plus élevé
que celui obtenu au milieu (3.4) ou
en fin (3.9) de cycle, le taux de récu-
pération des ovocytes étant sensible-
ment le méme et compris entre 50 et
53 % (Pieterse et al. 1991b).

Par rapport a une ponction hebdo-
madaire, la ponction bihebdoma-
daire ne réduit ni le nombre de folli-
cules ponctionnables de diamétre
supérieur a 2 mm, ni le nombre
d’ovocytes récupérés par ponction
(Van der Schans et al. 1991,
Gibbons et al. 1994, Kruip et al.
1994). Elle offrirait au contraire
I’avantage de pouvoir ponctionner
une population folliculaire relative-
ment plus homogene. Selon certains
auteurs, par rapport a une ponction
réalisée toutes les 96 heures,
une ponction réalisée toutes les
48 heures augmente le pourcentage
d’ovocytes récupérés et celui d’ovo-
cytes morphologiquement intacts
(52.6 vs 38.2). Cependant, ce
rythme de ponction s’accompagne
d’une diminution de la qualité des
ovocytes au cours des 2 mois de
ponction (Simon et al. 1993).
Réalisée par laparoscopie transvagi-
nale, la ponction bihebdomadaire
permet par rapport a une ponction
hebdomadaire de doubler le nombre
d’ovocytes récoltés par semaine
(12.2 vs 5.2) (Reichenbach et al.
1994).

Leffet d’une stimulation de la crois-
sance folliculaire au moyen de
PMSG ou de FSH a été étudié. Bien
qu’elle s’accompagne d’une aug-
mentation du nombre de follicules
ponctionnables, elle n’augmente pas
le nombre d’ovocytes récoltés (Pie-
terse et al. 1992, Walton et al. 1993,
Bungartz et al. 1995). Cependant,
selon Looney et al. (1994), un trai-
tement au moyen de FSH serait plus
bénéfique s’il était appliqué a des
animaux subfertiles. Elle est par
ailleurs sans effet sur le nombre
d’ovocytes fécondés ou le nombre
d’embryons obtenus (Looney et al.
1994, Bungartz et al. 1995). Ces ob-
servations sont sans doute liées au
fait que le pourcentage de récupéra-
tion des ovocytes diminue lorsque le
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diametre du follicule ponctionné
augmente (Picterse et al. 1991a).
Ainsi des taux de récupération de 58,
53 et 37 % ont été obtenus aprés
ponction de follicules de diameétre
respectivement compris entre 3 et 5
mm, 6 et 10 mm ou supérieur a 10
mm (Pieterse et al. 1991b). De
méme, Van der Schans constate
qu’apres un traitement au moyen de
PMSG, 91.4 % des ovocytes récoltés
proviennent de follicules de diamétre
compris entre 2 et 5 mm (Van der
Schans et al. 1991). Cette observa-
tion a été confirmée aprés ponction
in vitro d’ovaires prélevés a l’abat-
toir. Des taux de récupération de
53 %, 43 % et 47 % ont été obtenus
aprés ponction de follicules de dia-
meétre respectivement compris entre
2 et 4 mm, 5 et 10 mm ou supérieur
a 10 mm (Fry et al. 1993). La cause
peut en étre trouvée dans le fait
qu’une fois ponctionné, la paroi du
follicule tend a s’affaisser et a former
des replis susceptibles d’emprison-
ner I’ovocyte (Baltussen et al. 1990)
ou de coiffer I'extrémité de I’aiguille
ce qui supposerait Iutilisation d’une
pression d’aspiration plus élevée lors
de ponction de follicules de plus
grand diamétre (Vos et al. 1994).
Aprés un traitement de superovula-
tion, le pourcentage de récupération
des ovocytes est d’autant plus élevé
que la ponction est réalisée tardive-
ment aprés le pic de 'hormone lu-
téotrope (LH) (Vos et al. 1994,
Stubbings et al. 1990, Callessen et
al. 1987). Cette observation a été
imputée a la réduction du degré
d’adhésion du cumulus proliger a la
paroi folliculaire dans les follicules
préts a ovuler (Vos et al. 1994) ou en
voie d’atrésie (Pieterse et al. 1988).

D’autres traitements ont été évalués.
Ainsi, lors de ponction hebdoma-
daire, I'injection d’une prostaglan-
dine en cas de présence d’un corps
jaune, permet I'obtention d’un plus
grand nombre d’ovocytes mais ré-
duit leur qualité. Le nombre d’ovo-
cytes reste néanmoins inférieur a
celui obtenu lors de ponctions biheb-
domadaires (Reichenbach et al.

1994). La suppression de Ieffet in-

hibiteur du follicule dominant par
une vaccination contre I'inhibine, ne
modifie pas le nombre d’ovocytes
obtenus (Fry et al. 1994). II est pos-
sible que I’hormone de croissance
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(GH: growth hormone) connue
pour augmenter le nombre d’em-
bryons transférables aprés un traite-
ment de superovulation (Gong et al.
1196) puisse offrir de nouvelles
perspectives dans le cadre de la fé-
condation in vitro d’ovocytes préle-
vés par ponction échoguidée (Bols et
al. 1997).

Leffet du stade de reproduction a
également été étudié. Comparant
des génisses et des vaches en lacta-
tion, taries ou gestantes, Bungartz
observe un nombre moyen de folli-
cules ponctionnables significative-
ment plus élevé chez les vaches en
lactation (10.6) et taries (9.3) que
chez les vaches gestantes (7.3) ou les
génisses (8.1). Le nombre d’ovo-
cytes récoltés n’est cependant pas si-
gnificativement différent (5.7 &4 7.2).
Le pourcentage d’ovocytes récoltés
est significativement plus élevé chez
les vaches taries (74.4 vs 66.3 3
69.9). Enfin, le pourcentage d’em-
bryons obtenus n’est pas significati-
vement différent (11.9 a 22.7 %)
entre les quatre groupes comprenant
il est vrai un nombre limité d’ani-
maux (4 4 6) (Bungartz et al. 1995).

La qualité des ovocytes ponctionnés
est un facteur déterminant du
pourcentage d’embryons obtenus
(Shioya et al. 1988). Divers critéres
morphologiques (Leibfreid et First
1979, Simonetti et al. 1985, De
Loos et al. 1989, Kruip et al. 1991)
ou hormonaux (Callensen et al.
1986, Goff et al. 1986, Maurer et al.
1987, Stubbings et al. 1990) d’éva-
luation de la qualité des ovocytes ont
été proposés. Celle-ci dépend entre
autres choses de celle des follicules
dont ils proviennent (Kruip et al.
1991). D’une étude réalisée in vitro
sur des ovaires prélevés a I’abattoir,
il ressort que tant chez les vaches
gestantes que non gestantes, le
pourcentage d’ovocytes normaux di-
minue lorsque la taille du follicule
dont ils -sont issus augmente
(Dominguez 1995). La cause doit
en étre trouvée dans ’augmentation
de la probabilité d’atrésie avec la
taille du follicule (Ko et al. 1991,
Skyer et al. 1987). Ce facteur est
trés certainement a prendre en
considération puisque 85 % des fol-
licules présents sur les ovaires sont
plus ou moins atrétiques (Kruip
1982). Etudiant la qualité des ovo-

cytes provenant de follicules de dia-
meétre supérieur a 8 mm, Stubbings
constate que les ovocytes matures
proviennent le plus souvent de folli-
cules dont le volume est d’au moins
0.3 ml (10 mm de diamétre moyen)
et dont les concentrations en proges-
térone, cestrogénes et testostérone
sont respectivement supérieures a
100 ng, comprises entre 5 et 60 ng et
entre 5 et 45 ng par ml (Stubbings et
al. 1990).

La concentration folliculaire en pro-
gestérone est significativement aug-
mentée aprés le pic de LH chez les
animaux superovulés (Callesen et al.
1986, Goff et al. 1986, Maurer et al.
1987). A T'inverse, la concentration
en cestrogénes semble étre indépen-
dante de la taille du follicule
(Callesen et al. 1986, Stubbings et
al. 1990). Elle serait néanmoins plus
élevée chez les animaux n’ayant pas
manifesté de pic de LH (Goff et al.
1986, Stubbings et al. 1990). Les
concentrations en androgénes sui-
vent une évolution paralléle a celle
des cestrogeénes confirmant le réle de
substrat joué par les premiers a I’en-
contre des seconds. Selon les au-
teurs, la présence d’un corps jaune
réduirait (Moreno et al. 1992), aug-
menterait (Greer et al. 1992) ou se-
rait sans effet (Dominguez 1995)
sur la qualité des ovocytes ou leur
capacité a étre fécondés et a évoluer
jusqu’au stade de morula ou de blas-
tocyste.

Il existe comme pour les traitements
de superovulation et la récolte d’em-
bryons in vivo, une grande variabilité
individuelle dans le nombre d’ovo-
cytes récoltés (Pieterse et al. 1992,
Kruip et al. 1994, Lansbergen et al.
1995, Gibbons et al. 1995, Moyo et
Dobson 1995, Meintjes et al. 1995,
Donnay et al. 1996). On peut y voir
en partie effet indirect de I’état cor-
porel de ’animal au moment de la
ponction qui en cas d’insuffisance
réduirait le nombre de follicules de
diametre inférieur & 4 mm et supé-
rieur 2 10 mm (Dominguez 1995).

1l faut par ailleurs noter que I’ab-
sence de réponse a un traitement de
superovulation ne laisse présumer en
rien un échec éventuel lors de la
ponction de I'animal. En effet, ré-
cemment il a été prouvé que le taux
de blastocystes transférables obtenus
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aprés ponction de 200 donneuses
d’embryons n’ayant plus répondu
depuis au moins un an a des traite-
ments de superovulation était com-
parable a celui obtenu chez des ani-
maux normalement cyclés (Looney
et al. 1994). Semblable conclusion a
été apportée aprées application de la
technique & des animaux infertiles
(Bungartz et al. 1995). Les tech-
niques de superovulation et de ponc-
tion échoguidée se completent donc
fort bien pour optimiser la produc-
tion d’embryons de vaches d’élite.

CONSEQUENCES POSSIBLES

A court terme, les effets de la ponc-
tion sur le cycle cestral apparaissent
dépendre de sa fréquence. A la diffé-
rence d’une ponction bihebdoma-
daire, la ponction hebdomadaire
n’interfére pas avec la cyclicité de
I'animal (Gibbons et al. 1994),
Réalisée trois fois par cycle, la ponc-
tion n’en entraine ’allongement que
dans 7 % des cas (Pieterse et al
1991h). La raison peut en étre trou-
vée dans le fait qu’a la différence de
I’électrocautérisation (Villa-Godoy
et al. 1985), la ponction folliculaire
ne lése pas les cellules de la granu-
leuse et par conséquent n’interfere
pas avec les mécanismes hormonaux
de la lutéolyse et du développement
lutéal méme si a la différence de la
jument (Carnevale et al., 1987) lalu-
téinisation du follicule a 'endroit de
ponction n’est habituellement pas
observée chez la vache (Pieterse et
al., 1988, Pieterse et al., 1991 a, b,
Bergfelt et al., 1994). Cependant,
réalisée a intervalles inférieurs a
5 jours (ponction bi-hebdomadaire),
elle s’accompagne d’un état d’ances-
trus de I'animal pendant la durée de
la ponction (Gibbons et al.1994,
Kruip et al. 1994). Par ailleurs, un
effet indirect de la ponction sur le
rythme de croissance folliculaire
n'est pas & exclure. En effet, le
nombre de cycles présentant 3 vagues
de croissance folliculaire se trouve
significativement augmenté apres
ponction (Pieterse et al. 1991b). De
méme, parce qu’elle empéche
I’émergence du follicule dominant,
la ponction bihebdomadaire favori-
serait le recrutement d’une popula-
tion plus homogeéne de petits folli-
cules (Bungartz et al. 1995).

A moyen terme, aprés application sur
le méme animal pendant 5 mois, la
ponction bihebdomadaire est sans
effet sur la cyclicité ultéricure de
I'animal qui par la suite peut encore
donner naissance a des veaux (Kruip
et al. 1994). Semblable observation
a été effectuée apres ponction de gé-
nisses prépubéres (Looney et al.
1995).

Les conséquences sur I'ovaire lui-
méme sont également mineures
puisque seul un épaississement de la
capsule ovarienne a été décrit méme
aprés 3 & 5 mois de ponctions biheb-
domadaires (Picterse et al 1991b,
Van der Schans et al 1991, Simon et
al 1993, Kruip et al. 1994, Meintjes
et al. 1995). Certains auteurs ont
identifié la formation possible d’un
hématome au sein des follicules
ponctionnés surtout si leur diamétre
était égal ou supérieur a 11 mm
(Bergfelt et al. 1994).

De maniére plus spécifique, la ponc-
tion réalisée de maniére répétée au
cours de I’cestrus provoqué par I'ad-
ministration d’une prostaglandine a
des animaux superovulés, n’induit
aucune variation du délai d’appari-
tion du pic de LH (Vos et al. 1994).
Cette observation exclut la possibi-
lité d’un effet stressant de la ponc-
tion médié par les corticoides
(Edwards et al. 1987).

AUTRES CHAMPS
D’APPLICATIONS
POTENTIELS

Bien qu’appliqué en priorité a des
animaux cyclés, le prélevement
d’ovocytes a également été réalisé
chez des animaux prépubéres soit
par laparoscopie chez des veaux agés
de 3 & 9 semaines (Armstrong et
al. 1991, Armstrong et al. 1992,
Armstrong et al. 1994) ou par écho-
graphie sur des veaux 4gésde 6 a 16
semaines (Brogliatti et Adams 1996)
ou de 6 a 9 mois (Looney et al.
1995). 1l a également été appliqué
chez des animaux gestants tant par
laparotomie (Ryan et al 1990, Ryan
et al 1993) que par ponction écho-
guidée (Ryan et al.1990, Ryan et
al.1993, Meintjes et al 1993).

Le préléevement d’ovocytes a des ani-
maux prépubéres offre I'avantage de
contribuer a réduire I'intervalle entre

générations et donc d’améliorer le
gain génétique annuel. Il pose néan-
moins le double probléme d’adapter
le systéme de ponction a I'anatomie
vaginale de I'animal et de réaliser
une ponction sans pouvoir fixer
I'ovaire. Moyennant ’adaptation
d’une sonde de 5 MHz convexe a
usage humain, de diameétre de
2.5 cm et d’une longueur de 39 cm,
certains auteurs sont cependant par-
venus en plagant 'animal en position
debout ou en décubitus dorsal a pré-
lever des ovocytes avec ou sans sti-
mulation ovarienne préalable. Des
essais de fixation des ovaires au
moyen d’une cuillére a usage trans-
rectal ou de forceps transvaginaux se
sont révélés infructueux. La mé-
thode requiert une expérience cer-
taine mais peut &tre appliquée aux
brebis, chévres et lamas. Par ailleurs,
I'impossibilité de fixer les ovaires
suppose I'emploi d’aiguilles particu-
lierement bien aiguisées. Il est vrai
gu’en décubitus dorsal, une pression
exercée sur I'abdomen de I’animal
contribue a immobiliser les ovaires
(Brogliatti et Adams 1996). Il sem-
blerait cependant qu’en I'état actuel
des connaissances {Duby et al.
1996), la technique de la FIV
(Fécondation In Vitro) doive davan-
tage étre réservée aux animaux agés
de plus de 6 mois. En effet, plusieurs
différences physiologiques ont a ce
jour été observées entre les veaux de
moins de 6 mois et les animaux plus
agés. Elles concernent le synchro-
nisme du développement de la popu-
lation folliculaire, 'apparition des
compétences cytoplasmiques et/ou
nucléaires des ovocytes, la libération
des hormones hypophysaires LH et
FSH et la libération du Ca, second
messager impliqué dans le méca-
nisme de la fertilisation.

Par rapport a un schéma de super-
ovulation et de récolte d’embryons in
vivo, la ponction des follicules chez
les animaux gestants offre I’avantage
de ne pas interférer avec I'intervalle
entre vélages. Elle peut étre réalisée
aprés une stimulation ovarienne
puisqu’il fut démontré que des trai-
tements avec de la FSH (Ryan et al.
1993) ou avec de la PMSG (Casida
et al. 1943) n’interférent pas avec la
longueur de gestation ou la fonction
hormonale progestéronique. De fait,
aprés un traitement au moyen de
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40 UA (Unite Armour) de FSH, le
nombre de follicules ponctionnables
(de diametre supérieur ou égal a
2 mm et d’ovocytes de qualité s’est
avéré étre équivalent chez des vaches
non-gestantes ou gestantes de 60 a
95 jours (Meintjes et al. 1995).
Appliquée pendant le 1 trimestre de
la gestation, elle ne s’est accompa-
gnée d’aucun risque d’avortement
ou de néomortalité (Meintjes et al.
1995).

Bien que la ponction échoguidée soit
a I’heure actuelle principalement uti-
lisée en vue de la récupération des
ovocytes, cette méthode est suscep-
tible de connaitre des applications
cliniques plus étendues dont les plus
importantes a ce jour sont I'étude
hormonale des liquides folliculaire
(Vos et al. 1994)., allantoidien ou
amniotique, 'amélioration de la ré-
ponse aux traitements de superovu-
lation, I’optimisation de la régulation
du cycle sexuel ou le sexage de I'em-
bryon et du foetus.

Par rapport a d’autres méthodes de
ponction réalisées par laparotomie
(Leibo et Rall 1990) ou par la voie
transsacroischiatique, transischio-
rectale (Eaglesome et Mitchell
1977) ou transvaginale (Sprecher et
Kaneene 1992), la ponction écho-
guidée offre 'avantage de pouvoir
prélever de maniére répétitive jus-
qu’au 3éme mois de gestation du li-
quide allantoidien ou amniotique
dés respectivement le 32¢ et le
44¢ jour de gestation (Vos et al.
1990) et de réduire les risques de
mortalité embryonnaire ou d’avorte-
ment que peuvent entrainer ces pré-
levements. Il n’est pas illusoire de
penser que cette méthode puisse
constituer une alternative intéres-
sante au sexage de I’embryon par
échographie.

Plusieurs recherches ont identifié le
rdle inhibiteur du follicule dominant
de chaque vague folliculaire sur la
croissance des autres follicules et
donc sur la réponse aux traitements
de superovulation (Guilbaut et al.
1991, Huhtinen et al. 1992, Bun-
gartz et Niemann 1994). Réalisée
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initialement par ovariectomie unila-
térale (Staigmiller et al 1982) ou par
électrocautérisation (Ko et al 1991),
la suppression de I’activité inhibitrice
du follicule dominant a par la
suite été effectuée par la ponction
échoguidée (Bungartz et Niemann
1994), méthode moins invasive et
plus répétable que les précédentes.
Cette intervention se traduit selon
plusieurs auteurs par une augmenta-
tion du nombre d’embryons chez des
vaches superovulées qui ne répon-
daient que faiblement aux traite-
ments (Adams 1994, Lindsey et al
1994).

Les variations de l'intervalle entre
I'injection d’une prostaglandine et
I'ovulation ont été attribuées au sta-
tut folliculaire présent lors du traite-
ment inducteur (Sirois et Fortune
1988, Savio et al. 1990, Kastelic et
Ginther 1991). Ainsi, si la lutéolyse
est induite avant que le follicule do-
minant ne devienne atrétique, ’'ovu-
lation apparait-elle plus précoce-
ment. A I'inverse, elle sera différée si
I'injection de prostaglandine est réa-
lisée apres que le follicule dominant
ait entamé son atrésie. Elle résulte
vraisemblablement dans ce cas de
I'ovulation du follicule dominant
issu de la vague folliculaire suivante
(Savio et al. 1990, Kastelic et
Ginther 1991, Ko et al. 1991).

De méme, selon certains auteurs, la
ponction des follicules de diamétre
supérieur ou égal 3 5 mm 4 jours
avant I'injection d’une prostaglan-
dine entraine une meilleure synchro-
nisation des génisses ainsi traitées
(81 % d’ovulation dans les 5 jours
contre 53 % chez les génisses non
ponctionnées). De méme, quel que
soit le stade du cycle auquel la ponc-
tion a été réalisée, on observe une
nouvelle vague de croissance follicu-
laire dans les deux jours suivant la
ponction des follicules de diameétre
égal ou supérieur a 5 mm (Bergfelt
et al 1994).

Plus récemment, il a été démontré
que la ponction échoguidée consti-
tuait une méthode alternative inté-
ressante pour la production d’ani-

maux transgéniques étant donné
qu’elle offre la possibilité de mieux
contrdler le statut sanitaire et géné-
tique des animaux prélevés in vivo
(Gibbons et al. 1995).

Enfin, la ponction échoguidée est
également progressivement appli-
quée a d’autres espéces animales
telles que la jument (Hinrichs et
Kenney 1987, Bruck et al. 1992,
Cook et al. 1992, Bracher et al.
1993, Gastal et Ginther 1995,) et la
chevre (Graff et 1995).

SUMMARY

Ultrasound-guided puncture of
ovarian follicles

Through a large review of the
litterature, the authors have done a
synthesis concerning the technical
aspects, potential results and
influencing factors of ultrasound-
guided puncture of ovarian follicles
in the bovine species (OPU : ovum
pick-up). The method offers the
possibility to collect an ovocyte in
57 % of punctured follicles. Three
to ten ovocytes can be obtained
per puncture session. Four ovo-
cytes out of five can be brought to
maturation. Among them, 50% will
be fertilized and 15 % will reach the
blastocyst or morula stage. The
more precise determination of cri-
teria leading to a better selection of
animals and follicles to be punc-
tured and the use of hormonal
treatment like GH could improve
the results and limit the large indi-
vidual variations observed. The
method offers some advantages. It
can be applied to animals not re-
sponding to classical superovula-
tion treatment but also to prepu-
bertal or pregnant animals during
several months whithout conse-
quences for ovaries or fertility. The
method also offers the possibility
to sample foetal fluids and can also
be applied to other animal species
like horse, sheep and goat.
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