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INTRODUCTION

Au Sénégal, le secteur de I'élevage est I'objahdbrtantes mutations liées a la
tres forte demande en viande et en lait. La factliportation de lait et
produits laitiers au Sénégal a été évaluee a anviomilliards de Francs CFA
en 2006 DIREL, 2006). Le challenge pour répondre a cette demande est
d’augmenter la productivité animale. Le pays siesesti depuis lors dans
I'intensification de la production laitiere par la&alisation de programmes
annuels d’'insémination artificielle. Les taux degssite obtenus jusqu’a présent
restent toujours faibles aprés plus d’'une décedhmsémination. lls sont en
effets généralement inférieurs a 50% : 44,93% s&8BNVADOGO (2007,
39,32% selonDIENG (2003 ou 45,41% seloNGOM (2002). Plusieurs
contraintes sont la cause de ces résultats. Patlesei figure le probléeme des
mortalités embryonnaires précoces ou tardives @snproportions et les causes
demeurent inconnues au niveau du Sénégal.

Ainsi, une étude préliminaire menée sur la relagotre le statut nutritionnel
des vaches inséminées et leur état physiologiqudepdosage des Protéines
Associées a la Gestation (PAGs), montre que cheralethes ayant avorté il y a
une augmentation significative de la globulinémre fenction du stade de
gestation MOUICHE, 2007). Il est donc nécessaire de rechercher les caléses
cette augmentation.

L’électrophorése des protéines sériques est aetnetit une analyse tres utilisée
en biologie clinique. Elle permet donc d’explores lindicateurs métaboliques
de l'efficacité du systeme de défense des animglablines totales). Il s’agira
de ce fait de déterminer, aprés migration, les gntagns des différentes
fractions protéiques (Albumineglobuline,Bglobuline etyglobuline) qui ont un
intérét diagnostic différent en fonction du senwvaeation de chaque fraction.

Ainsi, I'objectif général de notre travail est tlidier le profil électrophorétique
des protéines sériques de vaches ayant avorté @véntdu premier trimestre
de gestation aprés insémination artificielle auégah Cette étude permettra
d’expliguer 'augmentation des protéines totaledesta globulinemie que nous
avons constaté. Comme obijectifs spécifiques, gisdade :
= déterminer le profil électrophorétique des protgisériques en fonction
des états physiologiques (gestantes, non gesttraesrtées),
w analyser le profil électrophorétique des protéisésques des vaches
ayant avorte,
w diagnostiquer la présence de brucellose.

Ce travail comporte deux parties :

- une premiere partie bibliographique basée, surud@ét de mortalités
embryonnaires chez les bovins, I'électrophorésepde®ines sériques et le
contexte général de cette étude
une seconde partie qui présente la méthodologieghultats et la discussion



PREMIERE PARTIE : SYNTHESE

BIBLIOGRAPHIQUE




CHAPITRE |: LES MORTALITES EMBRYONNAIRES CHEZ LES
BOVINS

Chez les bovins, les pertes économiques dues autalités embryonnaires
observées aprés Insémination Artificielle restemtartantes a coté de I'absence
de fécondation, de I'avortement et de mortinataléénbryonnaires. De ce fait,
un accent particulier doit étre mis sur ces mdéslipour limiter les pertes
economiques car le colt de I'insémination artifieieeste élevé pour I'éleveur
africain.

Dans le contexte actuel de gestion des élevagesfrayue ou les politiques
d’élevage penchent pour une amélioration du prog&setique des vaches
locales, il est important de connaitre les causssrdortalités embryonnaires,
leurs moyens de diagnostic et de lutte.

I.1- Types de mortalités embryonnaires

Selon le moment d’apparition, on distingue deux etypde mortalités
embryonnaires : l'une précoce et lautre tardiven premiére qualifiee de
mortalité embryonnaire précoce se définit comme ntétdaoute perte
embryonnaire survenant avant |€€ gfur de la gestatiotDUNNE et al., 2000)
Cette période correspondant a la fin de I'élongated a I'implantation de
I'embryon. De tels échecs sont sans conséquencda durée du cycle sexuel
(PINTO et al., 2000) Une autre définition stipule gu’elle correspondaa
période durant laquelle on ne dispose d’aucun magediagnostic de gestation
soit environ les 20 premiers jours suivant I'lnséation artificielle.

La seconde fait référence a toute mortalité embrgoa survenant aux
alentours de l'implantation, retardant ainsi leowgten cycle des femelles et
contribuant, par conséquent, a accroitre l'intéeveélage - vélagePINTO et
al., 2000) Des méthodes de diagnostic hormonales, échogpagdhi ou
manuelles peuvent étre mises en place durant&itade.

[.2- Manifestations cliniques

Les manifestations cliniques de la mortalité emhnare dépendent du moment
de son appatrition.

En cas de mortalité embryonnaire précoce, les cuesees cliniques sont
frustres. Elles sont liées a la possibilité de beyon d’avoir ou non le temps de
synthétiser le signal inhibiteur de la lutéolyseoghoblastine). Lorsqu’elle
survient au 14-1%jour de la gestation, elle ne modifie pas la duhéeycle des
femelles(PINTO et al., 2000)

Concernant la mortalité embryonnaire tardive, l&aiz® de battement cardiaque
constitue I'un des signes les plus évidgisIAN et LEIDL, 1989). Dans ces



deux cas, I'embryon et ses enveloppes sont plgsié@ment expulsés a travers
le col utérin ou résorbés.

|.3.- Etiologie des mortalités embryonnaires

Les causes des mortalités embryonnaires sont daelses facteurs liés a
I'environnement (substances toxiques, stress), fé&seurs biologiques, les
anomalies chromosomiques, mais le plus souvent déségulations
physiologiques au cours de la période de l'implaota(AYALON, 1978 ;
CROSS, 2001kont a 'origine de ces mortalités.

1.3.1- Facteurs propres a I'embryon

s Anomalies chromosomiquesUne altération du caryotype ou plus
spécifiquement de I'un des chromosomes (délétiamstocation, inversion,
duplication) peut apparaitre au moment de la maturales gamétes (non
disjonction), de la fécondation (polyspermie, naxpudsion du second
globule polaire) ou des premiéres divisions dedulesl embryonnaires
(variations de ploidieKING, 1985; HARE et al., 1980).

% Nombre d’embryons : Un nombre elevé d’embryons s‘accompagne ou non,
en cas de gestatioBREENAN et DISKIN 1989, d'un plus grand risque de
mortalité embryonnaireQORDON et al., 1962 ; ROWSON et al., 1971 ;
DAY et al., 1995.

I.3.2- Facteurs parentaux

s Facteurs paternels :Plusieurs auteurs ont fait état de I'effet négexiércé
par un sperme de mauvaise qualité sur le risqua aertalité embryonnaire
préecoce COUROT et COLAS 1986 ; DEJARNETTE et al.,, 1992;
SETCHELL et al., 1988.

+» Facteurs maternels :La morphologie de I'appareil génital femelle peureé
la cause de nombreuses mortalités embryonnairadugie a sa jonction
utéro-tubulaire).

1.3.3-. Facteurs biologiques

Les pathologies affectant I'appareil génital femedbnt a majorité responsables
des avortements et d’autres pertes embryonnaiesieb génisses. Les germes
spécifiques et non-spécifiques du tractus génitat@urs du post-partum, lors
d’endométrites ou d’avortements ont été incrimirt&s.effet, plusieurs études
ont montré la relation entre la manifestation pganiimal d'une pathologie
utérine et la possibilité d’'une interruption degksstation.

Par ailleurs, une mortalité embryonnaire est ol&sedans les 6 jours suivant
I'injection expérimentale dActinomyces pyogenesitre le 27 et le 4£™jour



de gestation SEMAMBO et al., 199]). L’administration intra-utérine au
moment de lI'inséminationGQRAHN et al., 1989 ou en début de gestation du
virus de la maladie des muqueuses (BVD) induitdin@nution du pourcentage
de fécondation et augmente celui d’embryons dégénér

Signalons que certains germes connus pour leuistngpgénital ont la capacité
de se fixer a la membrane pellucide de I'embryors Ide son transit dans
I'oviducte ou a la corne de l'utérus, c’est le cisBrucella, Campylobacter,
Leptospira, Vibrio, Infectious Pustular Vaginitisrus, Haemophilus somnus,
Chlamydia, Mycoplasma bovis, Mycoplasma boviganial Ureaplasma
diversum(OTOl et al., 1992.

|.3.4- Facteurs environnementaux

++ Alimentation

L’alimentation des vaches ou génisses a un effetasgestation. En effet, les
animaux qui gagnent du poids pendant la périodepl®duction ont un taux de
gestation supérieur a ceux qui en perddiiTBANK et al., 1962).

% Température et saison
Dans les régions tropicales et subtropicales, dgiaiteurs ont enregistré une
diminution de la fertilité au cours des mois d@&iéncidant habituellement avec
des périodes prolongées de température él¢BADINGA et al., 1985;
COLEMAN et al., 1985).

[.3.5- Traitements hormonaux

s Traitements de superovulation : Les traitements de superovulation
réalisés au moyen d'eCG et de FSH sont responsdhlas absence de
fécondation et d’'une augmentation de la fréquenemloryons dégénérés.
(HYTTEL et al., 1991).

% Prostaglandines Administrées par erreur a des femelles gestanties, e
induisent une mortalité embryonnaire précoce.

|.4- Diagnostic des mortalités embryonnaires

On a recours au dosage hormonal (Progestérone,)PAGs

En cas de mortalité embryonnaire, la concentradies Protéines associées a la
gestation (PAGs) chute brutalemgi8OUSA et al, 2003) Le dosage des
protéines associées a la gestation permet dererisdgs études sur les
mortalités embryonnaires et les avortements erdiaredéterminer la fréquence
et I'époque a laquelle ils surviennent, en relatwac I'incidence de pathologies
telles que l'anaplasmose, la brucellose, les meétrites vaginites et toute
maladie affectant le déroulement de la gestafléiINTURIER et al ;1996).



CHAPITRE Il : 'ELECTROPHORESE DES PROTEINES
SERIQUES

[I.1 Principe

C'est une méthode générale permettant la sépardésnconstituants d'un
mélange protéique sous l'action d'un champ élaarigElle utilise le

caractere amphotere des protéines did a la présseadicaux amine et
carboxylique dans la moléculeELTRE, 1990).

a) Charge des protéines A un pH supérieur a leur pHi moyen, les
protéines sont toutes chargées négativement eosgartent comme des
anions par suite de lionisation des groupementbocgliques des AA
dicarboxyliques (glutamine et acide aspartique)usSbaction d'un champ
electrique, elles vont migrer vers I'anode (+).

b) pH de migration : La migration est en général réalisée a pH 8,2 a
8,6 obtenu par le systéme tampon véronal - véreadique, additionné ou
non de TRIS (tri hydroxy méthyl amino méthane).

c) Vitesse de migration des protéinestlle dépend de plusieurs
parametres :

» la charge électriquglobale de la molécule

» la taille des particules: A charge égale une molécule plus petite
migrera plus vite. C'est l'effet de tamisage quimas important sur
certains supports (gels de polyacrylamide).

> la force ioniquedu milieu

» la porosité du support

- Electroendosmose : les supports a pH alcalin deg charges
électronégatives créant un potentiel de surfaceasrant la formation d'une
couche électropositive dans le solvant. Sous daatiu champ électrique, ces
charges positives se déplacent en sens inverseldiedes protéines, génant
le déplacement des protéines de faible mobilité.

- Effet JOULE : le courant électrique crée un édfeanent et une
perte de liquide par évaporation ; il s'ensuitpation de courant liquidien
perturbant la migration. Les techniques modernesagnosphere étanche
limitent ce processus.

- Diffusion : les particules incluses dans le geilt aendance a
diffuser des zones les plus concentrées vers l@ssnconcentrées, perturbant
la migration.



d) Mobilité électrophorétique :Elle est exprimée par la relation
suivante :

v = vitesse de la molécule : elle est d'autant ghasde que le

U pH du milieu est éloigné de son pHi.

=V
E E = champ électrique

e) Supports Trois types de supports sont utilisés actuell@me

i. Membranes d'acétate de cellulose
Ce furent les premieres a apparaitre ; elles soedre largement utilisées de
nos jours.
Elles ont permis de stabiliser la phase liquidenftan). Les protéines sont
séparees en 5 fractions en fonction de leur chalggrique. La migration est
suivie d'une coloration au rouge Ponceau, recorowr pa fixation linéaire
sur les protéines en fonction de leur concentratidais son affinité est
différente vis-a-vis de 'albumine et des globudirfplus faible).

ii. Gels d'agar et d'agarose
lls ont progressivement remplacé les précédentpasitp et ont amélioré
I'électrophorése de zones. La quantité de tampeastyplus importante, se
rapprochant des 100 % utilisés dans le systemd SIELTUS.

> Intéréts:

L'agarose a une meilleure sensibilité et permet meédleure résolution des
fractions protéiques. La détection des bandes ddefantensité est plus
performante. Le gel initial est transparent, ce @&rmet une bonne
évaluation par densitométrie et évite tout traitetmecomplémentaire

(transparisation). La faible concentration en agar¢0,5 a 1 % proche du
systeme idéal en veine liquide) explique la largeopité du gel et la libre
migration des molécules sans phénomene de distof(gimsses protéines et
lipides). Les gels a haute résolution (HR) ont eacamélioré les

performances.

» Coloration et traitement des gels

- L'amidoschwartz est le plus couramment utiligéur les protéines
sériques: il est plus sensible que le rouge Ponadauermet la détection des
gammapathies de faible intensité.

- Dans les techniques qualitatives ou I'électoopbe des protéines dans des
liquides biologiques a faibles concentrations aestgines, on utilise le bleu de
coomassie ou le violet acide de meilleure senggbét d'affinité voisine pour
I'albumine et les globulines.

- Le traitement des gels est simple et consiste s€chage, une coloration et
une décoloration.



iii. Gels a haute résolution : amidon ou polyacrylamide

lls font intervenir la filtration ou le tamisage oulaire associés a la charge.
Essentiellement utilisés en recherche, ils permetiobtenir un tres grand
nombre de fractions et d'identifier les protéines.

f) Protocole opératoire général

Le sérum est déposé sur le support a l'aide dgkdtp ou d'un applicateur.
La migration est réalisée dans un tampon en géniéaH 8,6. La durée de
la migration dépend du support : 15 a 25 minutas acétate de cellulose,
30 a 60 minutes pour les gels d'agarose et de polganide. La fixation et
la coloration sont réalisées avec le méme rédogifcolorant dépend de la
nature des composants a révéler : pour les praéias liquides biologiques,
on utilise I'amidoschwartz, le rouge ponceau, kEulbde Coomassie, le violet
acide. Les étapes sont :
. la décoloration en milieu acide (acide aagétiq
. la transparisation (pour lI'acétate de cefl@jo
. le séchage du gel
. la lecture densitométrique de la coloration daqele bande. On
obtient un tracé a 5 pics correspondant a l'albengnaux globulinesi1,
a2, Bety. La surface de chaque pic est intégrée : les tatsusont donc
obtenus en pourcentage de la surface totale ebrmeeatration (g/l) a partir
du taux de protéines totales.

[I.2- Résultats
[1.2.1- Profil électrophorétique des protéines ségues

En général, on considere que les albumines repedes0% des protéines
totales. Un exemple de profil est donné dans larédlL(DAUNIZEAU ,2003 )

&
L
& o
& O ¢
v-.":. o e 2
FF 9L o
g VT & Les valeurs
& X o
& ﬁgx@‘ & o S usuelles sont :
: k.;j-i"}i&:“ &% o Albumine 46-50 %
o 5 &,
J %’t&.,si' Pg“ ‘,35‘"51 Alpha 1 globulines 2-4%
& Odii\' Alpha 2 globulines 8- 10%
Jﬁ} Béta globulines 9-13%
// & Gamma globulines 26 - 30%
Alpumin. Alchay  Alpho; Batg Gomma

Figure 1 : Profil électrophorétique et principales proté&imes
différentes fractions Source: (DAUNIZEAU ,2003 )




[1.2.2- Composition protéique des fractions de I'@ctrophorese

Les principales protéines des différentes fractionmotéiques
(Figurel) sont:

>

D)

» Albumine : pré albumine

» Globulines

» Zoneal: al-antitrypsine, orosomucoidel-
antichymotrypsine

» Zone a2 : haptoglobine, céruléoplasmine, globuline G2;
macrogrobulineg-lipoprotéines

» Zone B1: transferrine, hémopexine

» Zone (32 : B-lipoprotéines, complément C3

» Zoney: IgG, IgA, IgM, (IgD — IgE)(SICARD D., 1990)

CAR)

D)

L)

[1.2.3- Interprétation

Les fluctuations pathologiques des principales @nats dépendent de leur
sens de variatio(WAN DEN ABELLE, 1986) .

s Augmentation
- Albumine : Déshydratation (confirmer avec I'hématocrite)
- al : peu significatif en médecine vétérinaire
- 02 : inflammation aigué (pic le plus flagrant en gee
- B : inflammation chronique et atteinte hépatique
- v . inflammation, infection, si tres important néagke de la lignée B
des lymphocytes, plasmocytome avec un pic généesdemonoclonal
en limite de (myelome multiple, lymphome malin, leucémie
lymphoide ou myéloide).
- Confusion des pic$ ety : hépatite active chronique ("bloc").

¢ Diminution
- Albumine : inflammation, alimentation, protéinurie (inss#éince
rénale, surtout syndrome néphrotique), insuffisdrégatique, fuites
digestives (diarrhées chroniques, lymphangectaséepodilution
-al, a2, B : peu significatif
- ol seul: pertes digestives
- v . déficit immunitaire, défaut de transfert pagsdlostrum)
- Causes d'erreur: I'hémolyse post prélevement produit un pic en
debut de pig, qui peut étre tres important quantitativement.



CHAPITRE Il : ETUDE DE LA RELATION ENTRE LE STATUT
NUTRITIONNEL DES VACHES INSEMINEES ET LEUR ETAT
PHYSIOLOGIQUE PAR DOSAGE D'UN BIOMARQUEUR DE
GESTATION (MOUICHE, 2007)

I11.1- Généralités

L’influence de la nutrition sur les capacités deroeluction des mammiferes
domestiques et des bovins en particulier est comtaseéleveurs depuis tres
longtemps. L'impact du statut nutritionnel de lecha sur sa reproduction est
donc indéniable : bonne expression des chaleursussite a l'insémination en
sont les effets positifs. La nécessité d’alimetgsrgénisses et les vaches avec
des rations adéquates s’impose. Les animaux enaisgugondition ou perdant
du poids ont généralement des performances reprashecdécevantes. Aristote
a écrit que la nutrition est le facteur environnetakle plus important dans le
contrdle de la conception.

L’optimisation des performances zootechniqueseass une parfaite maitrise
de l'alimentation. D’'une maniére générale, les cdpa de reproduction des
animaux domestiques sont fortement perturbéesssbésoins énergétiques et
protéiques de l'organisme ne sont pas couvertsasnde sous-nutrition, de
malnutrition dans les élevages extensifs ou des fatigmentation des besoins
(lactation, gestation) en élevage intenSIiOQNGET, 2004).

Pour déterminer cet impact de la nutrition surdlaroduction, l'auteur a réalisé
une étude, qui avait pour objectif d’établir |#at®n entre le statut nutritionnel
des vaches inséminées et leur état physiologiqudepdosage des Protéines
Associées a la GestatioklQUICHE, 2007). De facon spécifique, il s'agissait
de:

» Caractériser le statut nutritionnel en fonction’éeat physiologique ;

» Déterminer les concentrations de PAGs en fonctdm I'état

physiologique.

Pour atteindre ces objectifs, l'auteur a travasi@r 81 vaches inséminées
provenant de la région de Dakar et celle de Thi#lso(r). Ces animaux sont
principalement des zébus Gobra évoluant en éleeagmsif pour la zone de
Mbour. Dans la région de Dakar, nous avons dessegiF2 de montbéliarde
(3) et des zébus Gobra qui évoluent respectivemerilevage semi intensif et
extensif.

L’étude a duré 7 mois. Elle consistait en des pe#feents de sang par ponction
de la veine jugulaire de I'animal le jour de I'insi@ation (J) puis 35 jours (3)

et 60 jours (gh) apres, en vue du dosage des PAGs et des parametre



nutritionnels (glucose, urée, cholestérol, albumimtéines totales, calcium,
phosphore et magnésium). Les résultats obtenudesostiivants :

[1l.2- Répartition des animaux en fonction de leurétat physiologique

Le diagnostic par dosage des PAGs (35 et 60 joundéssdA) et par palpation
transrectale (a 60 jours apres IA) nous a permdatser les vaches inséminées
en gestantes, non gestantes et avortées. Legevadrrespondent aux vaches
diagnostiquées positives au dosage de la PAg @igure 4) et négatives au
dosage de la PAG ainsi qu’ a la palpation tranale@a ¢ (MUMPOREZE,

2007).

Sur 81 vaches inséminées, 46,91% sont gestant®@2%2®nt avorte et 27,16%
sont non gestantes au 60eme jour de I'lA. La priigoide vaches ayant avorté
est trés élevée. Par conséquent ce taux de mértafitbryonnaire réduit

considérablement le taux de réussite de I'lA.

Bvolution de la concentration en PAGs chezdes vaches non
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Figure 2 : Evolution de la concentration en
PAGs chez des vaches non gestantes
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Figure 3 : Evolution de la concentration en
PAGs chez des vaches gesta




[11.3- Relation entre I'état physiologique et les prametres nutritionnels

La majorité des animaux sélectionnés pour l'insétim sont en hypoglycémie
(55%). De plus chez les vaches avortées, la moyesingus faible que dans les
autres groupes.

Les proportions de vaches gestantes et avortéesnentirémie supérieure aux
valeurs physiologiques, respectivement de 6,9912r6al/l et 6,7+2,45mmol/l.

Les concentrations moyennes de cholestérol montpemties vaches gestantes
et avortées ont une cholestérolémie statistiquerpleist élevée que les vaches
non gestantes (p<0,05).

Les concentrations en globulines chez les vachetamjes et avortées sont
statistiguement plus élevées @ el 3s que chez les vaches non gestantes
(p<0,05). Les vaches avortées en hyperglobulinéremésentent 10% des
vaches inséminées. Chez les avortées, il y a upaentation significative de la
globulinémie degh s

Les concentrations moyennes en protéines totalemtremt que les vaches
gestantes et avortées ont une protéinémie stastignt plus élevée g ét 35
gue les vaches non gestantes (p<0,05).

Les concentrations moyennes en magnésium chez delBes gestantes et
avortées sont statistiquement plus élevéesssague chez les vaches non
gestantes (p < 0,05).

[ll.4- Relation entre les concentrations de PAGs et les parametres
nutritionnels

La concentration en PAGs augmente au fur et a reegii’état d’avancement
de la gestationll existe une différence significative de produntiode ces
molécules en fonction de I'état physiologique.

L’étude de la relation entre PAGs et les paramsétrgritionnels nous montre
que :

v’ Les corrélations entre les concentrations de PA@sles des parametres
energétiques (glucose et cholestérol), des paramétidicateurs de
I’équilibre nutritionnel en protéines (urée et atbne) et des parametres
indicateurs de I'équilibre minéral (calcium et ppbsre) chez les
animaux sont faibles ;

v’ La corrélation entre les concentrations de PAG=k¢s des parameétres
indicateurs du systeme de défense des animauxufgieb et protéines
totales) est élevée (r=0,7 pour les protéinedewtat r=0,71 pour les
globulines).
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v Il existe une corrélation négative entre la phospmie et les
concentrations de PAGs (r=-0,6).

[11.5- Conclusion

Parmi tous ces résultats, la relation entre lawdinbmie et I'état physiologique
des vaches a attiré notre attentidues globulines sont synthétisées par les
lymphocytes et les plasmocytes et augmentent @asarg en cas de processus
infectieux et inflammatoire. Elles jouent un ratés important dans I'immunité
(gammaglobuline). La concentration physiologiquegérbulines dans le sang
chez les vaches varie de 26,2 a 45,2 g/l. La mayelenglobulines totales chez
les vaches non gestantes, avortées et gestantds r&tpectivement de
29,82+11,07g/l, 42,19+9,1g/l, 42,19+10,77g/l & *t 30,69+13,1g/l,
45,54+14,63¢9/1, 42,11+11,87¢/l gJLes concentrations en globulines chez les
vaches gestantes et avortées sont statistiquernenélevées ay ket ks que les
vaches non gestantes (p<0,05). Les vaches avataessen hyperglobulinémie
représentent 10% des vaches inséminées. Chez ce®rdg, on note une
augmentation de la globulinémie dg @ Xs. On peut donc suspecter des
pathologies ou des phénomenes inflammatoires coétarg a 'origine de ces
avortements.

Eu égard a ces résultats, nous nous sommes doposgs) de faire une étude
plus approfondie sur la globulinémie chez les vaclayant avorté par

I'utilisation d’un procédé de séparation des maaiéeules : I'électrophorese.
Cette technique va nous permettre de séparer ESredites fractions de

globulines (alpha, béta et gamma).
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DEUXIEME PARTIE : PARTIE

EXPERIMENTALE




CHAPITRE | : MATERIEL ET METHODES

[.1- Matériel
[.1.1- Période d’'étude

Notre étude s’est déroulée dans deux localité£rdifites a savoir la zone
périurbaine de Dakar et le département de Mboutte@ude a duré 12 mois,
elle a été faite en plusieurs phases :

< Novembre 2006 a Janvier 2007 pour effectuer lekeyeénents de sang
sur le terrain,

& Février 2007 a Mai 2007 pour les dosages des PA@Essparametres
nutritionnels (glucose, urée, cholestérol, albumipeotéines totales,
calcium, phosphore et magnésium), les deux premjgnases concernent
I'étude préliminaire,

< Juin 2007 a Novembre 2007 pour la réalisation éiedtrophorese et le
diagnostic des pathologies de la reproduction.

Les différents dosages se sont déroulés au lal@ratibendocrinologie et
radioimmunologie de I'EISMV (Ecole Inter-Etats d8giences et Médecine
Vétérinaires) de Dakar.

[.1.2- Matériel animal

Ce travail a été effectué sur 81 vaches insémidées les départements de
Mbour et Dakar. Ces vaches sont toutes de race @&&bra sauf quelques
métisses F1 (3) issues d’'une Gobra et d’'une Moiatioiel & Dakar.

Dans les départements de Mbour et Dakar, le systeaddionnel ou extensif
est dominant et est caractérisé par la transhuenawec comme objectif
primordial la recherche de paturage et de poirdaw’

[.1.3- Matériel technique
[.1.3.1- Matériel de conservation

Un congélateur réglé a-20°C a été utilisé pouplaservation du sérum.

[.1.3.2- Matériel de dosage
a) Matériel de diagnostic de la brucellose

Le matériel est composé d’'une plaque munie de espdlune pipette de 100ul,
des petites baguettes, les réactifs et un sérumindmmucellique.

b) Matériel d’électrophorése sur gel d’agarose

Le matériel comprend :
= un sérum de contréle
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un Kit de dosage Hydragel K20

un générateur de courant : GD 61 D SEBIA ;

un applicateur ;

une chambre humide ;

une cuve d’électrophorese K20 SEBIA ;

un bac et des portoirs pour le traitement de detsi:s kit
accessoires Hydragel K20 SEBIA ;

= des pipettes de 10l et 100 pul ;

@ un incubateur-sécheur : 1S 80 SEBIA ;

@ un densitometre/scanner capable de lire un filn82lex 51mm a
570nm (filtre jaune) : HYRYS SEBIA.

|.2- Méthodes
[.2.1- Sérums utilisés

YWY

On a utilisé les sérums de vaches, obtenus danddérecédente (Photo 1), qui
avaient déja fait I'objet d’un certain nombre desage et qui ont été conservés
au congélateur a —20°C.

Photo 1. Décongélation du sérum a température
ambiante avant le dosage

[.2.2- Analyse des prélévements
[.2.2.1- Electrophorese des Protéines sériques syl d’agarose

Nous avons fait une électrophorese sur gel d’agaross étapes de la
réalisation de celle ci sont les suivantes :

w déposer 10 pL de sérum dans chaque puits de kapglir ;

= incuber 5 minutes en chambre humide ;

= déposer une goutte de 120 pL d’eau sur la plaqgusode applicateur
pour I'humidifier ;

= Oter la protection des dents ;
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= placer I'applicateur en position N°5 sur le ponpglacateur ;

w abaisser le chariot du porte applicateur et laidggoser pendant 40

secondes ;

relever le chariot, retirer le peigne et le jeter ;

placer le gel dans la cuve, la face du gel vetartgon ;

brancher la cuve et lancer le PROG 1 en appuyaredwouton start

du générateur (Photo 2) ;

vérifier I'intensité de départ. Elle doit &tre d&2+I-mA par gel ;

laisser migrer pendant 22 minutes ;

éteindre le générateur ;

débrancher la cuve, récupérer les gels et lespéa86°C pendant au

moins 10 minutes pour fixer et sécher les gels ;

placer les gels sur un portoir et le plonger dansdlorant pendant 4

minutes ;

décolorer avec trois bains successifs jusqu’a dbted’un fond clair ;

éliminer I'exces de liquide en surface du gel ave@apier ouate ;

sécher a 80°C sous air chaud ;

nettoyer le dos du gel (support plastique) avepamer ouate ;

= lecture au densitometre PROG HYDRAGEL PROTEINE B1-b
(Photo 3).

OB ¥WY

WY

L’électrophorése des protéines sériques a étéséeatiur 37 vaches reparties de
la maniere suivante : 21 vaches ayant avorté, Begagestantes et 8 vaches non
gestantes.

Photo Zz: Générateur branché au bac de Photo Z: lecture au densitometre
migration PROG HYDRAGEL PROTEINE
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[.2.2.2- Diagnostic de la brucellose par le test dwse Bengale

Le dépistage sérologique de la brucellose cheditigsentes vaches de I'étude a
été préconisé, afin de savoir si la brucellosd @tgliquée dans les avortements
observés pendant I'étude. A cet effet, la méthodedétection a I'antigene
tamponné (Rose Bengale) a été mise en ceuvre (BhoBasée sur la réaction
d’agglutination, elle consiste a mettre en préseswreune plaque, une goutte
(25uL) de sérum pur et une goutte de suspensiegeaique (Brucelles colorés
au Rose Bengale, en milieu acide). Au bout de gqesigminutes (4 minutes
environs), la lecture se fait par comparaison axd@moins (I'un positif et
I'autre négatif).

Ce test a été réalisé sur 'ensemble des animaesté§@tes, non gestantes
et avortées)

[.2.3- Analyse statistique

Les données obtenues ont été traitées a l'aidegiciel Excel 2003 pour les
différents calculs (moyenne, écart type) et lesésgntations graphiques. Apres
analyse des résultats, ceux-ci ont été expriméaarenne bornée d’écart type
et présentés sous forme de tableaux et graphidueekgiciel Epi-Info a été
utilisé pour l'analyse statistique des résultates ltests de significativité de
variation ont été effectués par I'analyse de vagafANOVA) (p< 0,05).
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Chapitre Il : RESULTATS

I1.1- Profil électrophorétique chez les vaches

Le tableau

électrophorése chez les vaches en fonction dettatiphysiologique.

| présente les moyennes des fractiooi®iques obtenues apres

Tableau |: Moyennes (+ E.T.) en pourcentage des différentefsactions
protéiques obtenues

Avortées Non gestantes Gestantes
(n=21) (n=8) (n=8)

Albumine 46,08+6,08% |50,2+1,98 47,64+1,98 i
alGlobuline | 2,76+1,01% |3,25+1,97 4,4+1,38 ’
a2Globuline 9,36+2,08% |9,9+1,56" 10,56+3,27 ns
B Globuline 8+2,169% 7,55+1,34 7, 32+1,42 ns
vy Globuline 33,53+5,67% | 28,6+0,04 30,32+3,08 ’
Protéines
Totales 100.00% 100.00% 100.00%
AIG 0,85+0,19 1,07+0,17 0,91+0,08" i

ns (non significatif)
* (significatif pour p < 0 .05)
2P les moyennes affectées de lettres différentes ssgmificativement différentes (p < 0 ,05).

La fraction d’albumine représente en moyenne 46-%¥% protéines totales
chez I'ensemble des vaches. Il existe une diff@esignificative entre les

différentes proportions de cette fraction en farctie I'état physiologique. Les
vaches gestantes ont des proportions d'alphalghebudtatistiquement plus
élevées que les vaches ayant avorté (p < 0,05).

Il existe une différence significative entre legortions de gammaglobuline
des vaches ayant avorté (33,53+5,67%) et cellesudess groupes. Le rapport
albumine sur globuline(A/G) est compris en moyemmtre 0,85-1, ce qui

signifie qu’en moyenne, il y'a sensiblement autand’aloumine que de

globuline.

Les figures 5, 6 et 7 présentent l'allure desimaflectrophorétiques obtenus
chez les vaches en fonction de leur état physiglegi
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Figure 6 : Profil électrophorétique chez une vache ayaatta\SL 308
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Figure 7 : Profil électrophorétique chez une vache gestia@Gtd22

[1.2- Profil électrophorétique chez les vaches aydravorté

[1.2.1- Profil électrophorétique chez les vaches efonction de la période
d’avortement

Le tableau Il présente les moyennes des fractiwoiiques obtenues apres
électrophorése chez les vaches ayant avorté entidonce la période
d’avortement. On distingue des avortements avarapets le 3%5™ Jour. On
constate donc qu’il n’existe pas de différence ifigative entre les différentes
fractions protéiques et la période d’avortement.
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Tableau Il : Moyenne (£ E.T.) en pourcentage des différentefactions
protéigues obtenues chez les vaches ayant avorté fenction de la période

d’avortement

Avortées Avortées avant | Avortées apres
(n=21) J35 (n=11) J35 (n=10)

Albumine 46,08+6,08% | 45,33+7,43% 46,91+4,429
a1Globuline 2,76x1,01% 2,5610,840% 2,99+1,19%
a2Globuline 9,36+2,08% 9,13+1,28% 9,62+2,77%
B Globuline 8+2,16% 71,6212, 72% 8,43%1,35% | ns
vy Globuline 33,53+5,67% | 34,90+6,08% 32,03+5,07%
Protéines Totales 100%| 100% 100,00%
AIG 0,85+0,19 0,86+0,21 0,95+0,15

ns (non significatif)

[1.2.2- Répartition des vaches ayant avorté en fortion des proportions en

fraction protéique
[1.2.2.1- Albumine

En général, on considéere que les albumines coestitb0% des protéines
totales. Les proportions acceptables d’albumindg somprises entre 46-50%.
La figure 8 présente la répartition des animawanayvorté en fonction de leur
proportion en albumine. On constate que 47,62%aderaux ayant avorté ont
des proportions d’albumine comprises entre 46-50%que 28% ont des
proportions supérieures a 50%.

47,62

2381

proportion des vaches (%)
coBEEBNEREHE

2857

O <46%

M 46-50%

0>509%

Pourcentage d'albumine

Figure 8 Répatrtition (%) des animaux ayant avorté en fonadu pourcentage

d’albumine

20



[1.2.2.2- Alphalglobulines

Les alphalglobulines a elles seules n'ont pas tptérét en meédecine
vétérinaire. Les proportions acceptables d’ alpladidines sont comprises
entre 2-4%. La figure 9 présente la répartition desnaux ayant avorté en
fonction de leur proportion en alphalglobulinesr €onstate que 3/4 des
animaux ayant avorté ont des proportions d’ alpludldines comprises dans le
seuil d’acceptabilité et que 19% ont des propostioférieures a 2%.

76,19
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o O o
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19,05

proportion des vaches (%)
) N
o o

=
o
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4,76

o

pourcentage d'alphalglobuline

Figure 9: Répartition (%) des animaux ayant avorté en fonaiu pourcentage
d’alphalglobuline

11.2.2.3- Alpha2globulines

Les alpha2globulines correspondent a la portioplls importante du groupe
des alphaglobulines. Les proportions acceptablesalpha2globulines sont

comprises entre 8-10%. La figure 10 présente lartidjon des animaux ayant
avorté en fonction de leur proportion en alphaBglimes. On constate que plus
de la moitié des animaux ayant avortées ont dgsopiions d’ alpha2globulines

comprises dans le seuil d'acceptabilité et que 28&b des proportions

supérieures a 10%.
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Figure 10: Répartition (%) des animaux ayant avorté en fonatiu
pourcentage d’'alpha2globuline
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[1.2.2.4- Bétaglobulines

Les bétaglobulines représentent les fractions jgaeé liees le plus souvent a
des problemes inflammatoires. Les proportions dabdgs de bétaglobulines
sont comprises entre 9-10%. La figure 11 présemtedpartition des animaux
ayant avorté en fonction de leur proportion ena@i@bulines. On constate que
66,67% des animaux ayant avorté ont des proportamsbétaglobulines

inférieures a 9% et que 28,57% ont des proporongrises entre 9-10%.

70 66,67

60
50
40
30
20
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0

O <9%
28,57 W 9-10%
0>10%

4,76

proportion des vaches (%)

pourcentage de bétaglobuline

Figure 11: Répartition (%) des animaux ayant avorté en fonaiu
pourcentage de Bétaglobuline

[1.2.2.5- Gammaglobulines

La fraction gammaglobuline représente la zone dgration des protéines de
'immunité (IgG, IgM, IgA, et IgE). Les proportionsacceptables de
gammaglobulines sont comprises entre 28-30%. Lardigl2 présente la
répartition des animaux ayant avorté en fonction lei@r proportion en

gammaglobulines. On constate que 66% des animaart agvorté ont des
proportions de gammaglobulines supérieures a 3686 proportions élevées de
gammaglobulines peuvent étre a I'origine d’ hypergeglobulinémie avec des
causes diverses.

70 66.67

[e2]
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40 4 O<28%
M 28-30%
O0>30%

19,05

1 14,29

pourcentage de gammaglobuline

proportion des vaches (%)

o

Fiqure 12: Répartition (%) des animaux ayant avorté en fonctdu
pourcentage de gammaglobuline
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[1.2.2.6- Rapport Aloumine/globuline (A/G)

Ce rapport permet d’évaluer la proportion d'albumipar rapport aux
globulines. Les valeurs acceptables du rappoiG)Abnt comprises entre 0,7-
1,3. La figure 13 présente la répartition des ankreyant avorté en fonction de
la valeur du rapport A/G. On constate que 85% <edire la majorité des
animaux ayant avorté ont leur rapport A/G comprisgsns le seuil

d’acceptabilité et que seulement 14% ont des valiebérieures a 10%.

90 85,71
S 80
é 70
O 60
IS O<0,7
> 50 - '
@ mo,7-1
< 40 O>1
>

S 30
s 14.29
§_ 20 .
5 101 0,00

0

rapport A/IG

Figure 13 Répartition (%) des animaux ayant avorté en fonate la valeur du
rapport A/G

[1.3- Dépistage de la brucellose

Le test au Rose Bengale a été positif sur une seadbe ayant avorté. Le
tableau Il récapitule 'ensemble des résultatseléest.

Tableau Ill : Résultat du test au Rose Bengale
Test au rose Bengale
Neégatif Positif
Vaches Non gestantes |20 0
Vaches Gestantes 40 0
Vaches ayant Avorté |20 1
Total 80 1 81 |

L’'analyse du profil électrophorétique de la vachssifive au rose Bengale
indiqgue une hypergammaglogulinemie (Figure 14).
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Chapitre 11l : DISCUSSION

[11.1- Profil électrophorétique chez les vaches

L’électrophorése des protéines sériques nous dodes informations
supplémentaires sur les proportions des différerftastions protéiques
observées dans le sang. Ainsi, on observe quep®mraalbumine sur globuline
(A/G) est significativement différent (p < 0 ,05)tee les vaches non gestantes et
celles ayant avorté. Ce rapport est de 0,85 pauvdehes ayant avorté, ce qui
traduit une proportion plus élevée de globulinesie g’'albumine chez ces
vaches. Les vaches non gestantes ont en moyemapport A/G égal a 1.

On note aussi une augmentation significative désgh@boulines chez les vaches
gestantes, pouvant étre due a I'ensemble des pladmsninflammatoires qui
sont mis jeu en début de gestation.

Les moyennes des fractions protéigues obtenues &pgétrophorése chez les
vaches en fonction de leur état physiologique (dall I) peuvent étre
comparées a celles obtenues par d’autres auteurs:

- GIDEL (1962) en Haute-Volta chez des zébus locaux,uveoles
proportions des protéines sérigues suivantes: *219% pour
I'albumine ; 5,1+0,8% pour les alphalglobulines,31#8.56% pour les
alpha2globulines ; 12,7+£1,9% pour les bétaglobsling2,3+3% pour les
gammaglobulines ; 0,72+0,08% pour le rapport allmemsur globuline
(A/G).

- SAWADOGO (1998) au Sénégal chez des femelles zébu Gobtanges
agées de 2-3 ans trouve les proportions des pestégriques suivantes :
45,2+4,2 % pour l'albumine ; 14,25+1,3% pour Idésha globulines ;
12,5+2,3% pour les bétaglobulines ; 28,1+3% posigl@mmaglobulines ;
0,82+0,06 pour le rapport albumine sur globulinéGA

Nos résultats sur les vaches gestantes sont cobigmra ceux obtenus par
SAWADOGO (1998). Par contr&sIDEL (1962) avait obtenu une moyenne
tres faible d’alboumine comparée au nbétre, ceci gus’expliquer par les
techniques anciennes d’électrophorese utiliséesagpiermettent pas une bonne
migration des protéines en particulier les fractidialbuminePELTRE, 1990).
L’analyse des profils électrophorétiques obtenweszdbs vaches nous permet de
constater que méme en cas de protéinémie normalepemt avoir un
dysfonctionnement au niveau de la répartition déerdntes fractions
protéigues. Le dosage des protéines par électréphoest une méthode
d’analyse qualitative des protéines, car touteerprétation d'un
protéinogramme suppose en premier lieu la connaissales variations
physiopathologiques de la protéinémMARRER, 1998)



[11.2- Profil électrophorétique chez les vaches aya avorté

La période d’avortement dans le cas des mortaditBsryonnaires n’influence
pas sur le profil électrophorétique. On constatd g'existe pas de différence
significative entre les différentes fractions prgies et la période de
I'avortement (Tableau II).

Chez les vaches ayant avorté, on constate unelgiéinie élevée. L'élévation
de la concentration des globulines pourrait étredlaséquence d’'un processus
infectieux ou inflammatoire aigu ou chronique ¢ed, mammites...BRAUN

et al., 1992 BRUGERE-PICOUX et al., 1995 SATTLER, 2003.

L’analyse des différentes fractions de globulinégires 8 a 12) nous montre
gue 66% des animaux ont des proportions de béaliyles < 9% des protéines
totales, la diminution de cette fraction est pegniicatif (VAN DEN
ABELLE, 1986).

On constate aussi que 66% des animaux ont une i@pde gammaglobuline
élevée (> 30% des protéines totales), avec une meyde gammaglobulines
(33,53+5,67%) significative par rapport aux moyenrges autres groupes
d’animaux (gestantes et non gestantes). La fragiganmaglobuline représente
les protéines de l'immunité. L'augmentation de edtaction chez les vaches
peut étre due a des probléemes infecti@dARN DEN ABELLE, 1986) qui
peuvent étre la cause probable de ces mortalitbsyermaires.

Nos résultats different de ceux obtenus &OUAM (2007), sur des vaches
ayant avorté en fin de gestation 8urkina Faso.Cet auteur trouve des
proportions de bétaglobulines élevées et soupcammprocessus inflammatoire
chronique (abcés, mammites...).

[11.3- Dépistage de la brucellose

Le dépistage de la brucellose chez les vachesétiedé a donné un résultat
positif (Tableau IIl) parmi les vaches ayant avatié I'ensemble des 81 vaches
qui ont subi le test. Les résultats que nous awdmsnus pourraient se justifier
entre autres comme étant la conséquence des difépeogrammes de lutte

anti-brucelligue mis en ceuvre par I'Etat pour éyadr cette maladie ces
derniéres années. De plus la brucellose n’est pagathologie spécifique des
avortements dans le premier trimestre de gestatime des limites de ce

diagnostic des pathologies abortives en reproducest due au fait de

I'impossibilité d’explorer un nombre plus élevé plathologies spécifiques des
mortalités embryonnaires (maladie de muqueusdsritise, clamydiose...), en

raison d’'un manque de réactifs et de kits pour pérmle dépistage.



CONCLUSION

Les méthodes d’exploration qualitative et quantieatles protéines sériques et
urinaires ont beaucoup évolué depuis quelques argr@&e qui concerne leur
praticabilité et leur sensibilité. Les techniquestualles permettent a tout
laboratoire de biologie médicale de disposer de kimmerciaux faciles a
utiliser et dont les performances analytiques gamfois équivalentes a celles
des méthodes sophistiquées réservées jusqu’a présetes laboratoires
spécialisegCARRER, 1998) S'il était difficile, voire méme impossible, i/ a
guelques années, encore de mettre en évidenca@aechnique simple, rapide
et sensible certaines anomalies qualitatives detgipes, c’est aujourd’hui un
diagnostic biologique aisé qui peut étre obtenmems de deux heures.

Ainsi cette étude, qui avait pour objectif génémlétudier le profil
électrophorétique des protéines sériques des vasiaed avorté avant la fin du
premier trimestre de gestation aprés inséminatibficeelle au Sénégal, nous a
permis de mettre en place un nouvel outil compléaiende diagnostic simple,
rapide et fiable, qui pourra nous permettre ddigoer des états infectieux ou
inflammatoires déja évoqués sur le plan cliniqu&ldctrophorése doit étre
obligatoirement complétée par le dosage quantitsd protéines totales, car
toute interprétation d'un protéinogramme suppose pemier lieu la
connaissance des variations physiopathologiqués pi®téinémie.

D’aprés nos résultats, on observe que le rappbunghe sur globuline (A/G)
est significativement différent (p < 0 ,05) ents yaches non gestantes et celles
ayant avorté. Chez ces vaches ayant avorté, lesofta de gammaglobulines
sont élevées chez presque 75% des vaches étudi@éss.donc, des causes
infectieuses de ces avortements peuvent étre désged.e dépistage de la
brucellose nous a révélé un cas positif sur lega@hes de 'étude.

Cette étude demanderait a étre poursuivie en phetic par
'immunoélectrophorese, pour savoir quelles sonts ledifférentes
immunoglobulines impliquées et en explorant un n@miplus élevé de
pathologies de la reproduction spécifiques des afi@$ embryonnaires
précoces et tardives.

Un accent particulier doit étre mis pour recherdbhsrcauses sur ces mortalités
afin de pouvoir les éradiquer et limiter les pertasonomiques dans les
productions animales, car le colt de l'inséminatwtificielle reste élevé pour
I'éleveur africain.
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Résumé Abstract

Chez les bovins, les pertes économiques dues kuxattle, the economic losses due to embryonic

mortalités  embryonnaires  observées  apme®rtality observed after artificial insemination

Insémination Artificielle restent importantes. Legemain important. The proportions and cause

s of

proportions et les causes de celles-ci demeurg{i§ remain unknown at the level of Senegal. This

inconnues au niveau du Sénégal Cette étUdesﬁﬁjy assesses the causes Of embryonic mor

propose d'évaluer des causes de mortaliiscattie through the exploration of metabdlic

embryonnaires chez les bovins par 'exploration dggjicators associated to the effectiveness of
indicateurs métaboliques de l'efficacité du systérjgrense system.

de défense. _
) . , do this, we used the serum of 21 cows that
Pour ce faire, nous avons utilisés le sérum de

. rted, 40 pregnant cows and 20 insemin
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AN ufipregnant cows, from the regions of Dakar
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fait l'objet d'analyse électrophorétique de llosis by th b |
protéines sériques et de dépistage de la brucell@édPrucellosis by the rose bengal test.

par le test au rose Bengale. From our results, we found that the ratio
De nos résultats, on observe que le rapp8fpumin to globulin (A / G) was significantl
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albumine sur globuline (A/G) est significativemertifferent (p <0.05) between the unpregnant cows

différent (p <0 ’05) entre les vaches non gesj;arﬂ_’éld those who aborted. Almost three quarter
et celles ayant avorté. Chez ces vaches gye®is having aborted, had high gammaglobu
avorté, les fractions de gammaglobulines sdavels. Thus, abortions related to patholog
élevées chez presque 75% des vaches étugliéggses can be suspected. Brucellosis te
Ainsi donc, des causes infectieuses de |eewealed one positive case on 81 cows tested.
avortements peuvent étre suspectées. Le dépis
de la brucellose nous a révélé un cas positif esir
81 vaches de I'étude.

?l%%e the cost of artificial insemination remal
high for the African farmer, particular empha

should be placed on these deaths to |
Un accent particulier doit étre mis sur ces md#gali economic losses.

pour limiter les pertes économiques car le colt de

I'insémination artificielle reste élevé pour I'émw
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