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Résumé

L’objectif de cette étude était la validation d’une technique immuno-enzymologique
(ELISA) et le dosage de PAG pour le diagnostic précoce de la gestation chez la vache. Au
total 120 prélevements ont été effectués a partir des veines coccygiennes des bovins de races
differentes. 52 échantillons constituent le groupe des femelles non gestantes, et 68
échantillons issus de femelles (25-50 J post-1A) confirmées gestantes par échographie ou
palpation transrectale. Les concentrations sériques de PAG ont été déterminées par la
technique ELISA sandwich directe (EIA PAG (E.G.7), CER Groupe). Les coefficients de
variations (CV) intra- et inter-assay obtenus étaient respectivement 2,4-2,71 %, et 6,01-12,8%.
Les dilutions sérielles étaient paralléles (R?=0,98). Les résultats du test de récupération étaient
tres satisfaisant (94,8-99,6 %). Quant a la spécificité, aucune réaction croisée n’a été
enregistrée a I’égard des molécules testées. Les concentrations moyennes de PAG des
femelles gestantes et non gestantes étaient respectivement 3,5 = 1,17 ng/ml et 0,77 £+ 0,48
ng/ml. les résultats de sensibilité et valeurs prédictives négatives (VPN) de la technique
immuno-enzymologique étaient de 100%. Par contre, la spécificité, les valeurs prédictives
positives (VPP) ont enregistrées respectivement des valeurs 71,2 % et 81,9 %. Le pourcentage
d’exactitude obtenu était satisfaisant (87,5%). A terme de cette expérimentation, nos résultats
montrent clairement que le dosage de PAG sérique par la technique immuno-enzymologique
pourrait étre utilisé dans le diagnostic précoce de gestation chez la vache.

Mots clefs : Diagnostic, gestation, vache, PAG, ELISA.

Summary

The aim of this study was to validate a pregnancy-associated glycoprotein enzymo-
immunoassay method for early pregnancy diagnosis in cows. Blood samples were collected in
the coccygeal vein in females non-pregnant (n=52) and pregnant (n=68) between 25 to 50
days post-1A, diagnosed pregnant by ultrasonography or rectal palpation). Concentrations of
PAG were assessed by spectrophotometer using direct ELISA sandwich (EIA PAG (E.G.7),
CER Groupe). The intra- and intra-assay CV obtained were 2.4-2.71 % and 6.01-12.8 %,
respectively. The results of accuracy (94.8-99.6%) and parallelism (R®=0.98) were very
satisfactory. Concerning the specificity, no cross-reaction was observed with different
molecules tested. The PAG-ELISA method gave 100% sensitivity and negative predictive
value (NPV). The Specificity and positive predictive value (PPV) were 71.2% and 81.9%,



respectively. The mean PAG concentration in females non-pregnant was very lower (0.77 £
0.48 ng/ml). For samples from pregnant females, the mean PAG concentration was higher
(3.5 = 1.17 ng/ml) than the threshold 0.8 ng/ml. The rate of accuracy obtained was
satisfactory (87.5%). In conclusion, these results show clearly that PAG enzyme-
immunoassay technique can be used to measure PAG in serum bovine for early pregnancy

diagnosis in cows.

Key words: diagnosis, pregnancy, cow, PAG, ELISA.
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Introduction

Les impératifs économiques des élevages bovins obligent de plus en plus les éleveurs
a optimiser le potentiel de reproduction de leurs troupeaux moyennant notamment une
réduction de I’intervalle entre vélages. L’atteinte de cet objectif prioritaire repose sur
I’insémination des vaches dans les 90 jours post-partum aussi tot que I’involution utérine est
achevée. Dés lors, il convient désormais d’identifier le plus précocement possible les femelles
non gestantes afin de les ré-inséminer de nouveau. Pour cela, le diagnostic de gestation revét
une importance cruciale et constitue une activité fréquente des praticiens vétérinaires
impliqués dans I’approche d’optimisation des productions et le suivi de reproduction. En
effet, différentes méthodes de diagnostic de gestation ont été mises au point chez les bovins
dont les principales sont les méthodes de laboratoire et les méthodes cliniques. En Algérie,
hormis la méthode la plus classique basée sur I’observation ou non du retour en chaleur, la
méthode la plus couramment utilisée est la palpation transrectale appliquée genéralement a
partir de 90 jours post-insémination. Ces derniéres années, une frange de vétérinaires a pris
I’initiative de révolutionner le domaine de la reproduction en utilisant 1’échographe pour le
diagnostic de gestation. A I’exception des méthodes purement cliniques, aucune méthode de
laboratoire n’a été déja appliquée sur le terrain. Dans le but d’apporter des alternatives
meilleures et d’enrichir davantage les moyens utiles pour le diagnostic de gestation chez les
femelles bovines, nous avons fixé un objectif de valider un nouveau kit basé sur le dosage
sérologique des glycoprotéines associées a la gestation (PAG) par une technique immuno-

enzymatique (ELISA).

En effet, nous avons suivi une approche qui consiste a récolter des prélevements de
sang a partir de deux lots d’animaux distincts : lot de femelle non inséminées (groupe
contréle) et un lot des femelles prélevées entre 25 a 50 jours post insémination. A partir du
premier on déduit les taux de vrais négatifs et de faux positifs, tandis qu’a partir du deuxiéme
on déduit les taux de vrais positifs et de faux négatifs. A cet effet, et a partir de ces différents
taux positif et négatif, on procéde a la validation de ce kit en évaluant la sensibilité, la
spécificité, I’exactitude positive, I’exactitude négative et enfin la précision. Quoique, avant de
procéder a la validation de ce kit comme moyen de diagnostic de gestation, on doit tout
d’abord valider la technique de dosage utilisée en évaluant sa reproductibilité (coefficients de

variation intra et inter-assay), la récupération, la spécificité et le parallélisme.
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Chapitre I : L’endocrinologie de la gestation et le développement embryonnaire

l. L’endocrinologie de la gestation et le développement embryonnaire

Dans la reproduction sexuée, I’ceuf issu de la fécondation d’un ovule, est le premier
stade de la vie d’un individu. Celui des mammiféres placentaires est de type alécithe c'est-a-
dire qu’il contient peu de réserves, obligeant I’embryon a établir trés tot des contacts étroits
avec I’organisme maternel. Sur ce concept s’articule le devenir de I’embryon qui est au départ
qu’un ovule fécondé pour devenir une structure qui se développe de plus en plus jouant le role
d’un pivot des évenements gestatifs pour donner enfin un veau a la naissance independant du

milieu maternel interne de la vache.
I.1. La fécondation et la vie libre de I’embryon

L’ovule libéré apres la rupture folliculaire est capté par le pavillon, puis transféré dans
I’oviducte ou a lieu la fécondation. Celle-ci est le résultat de la fusion des deux gametes male
et femelle aboutissant a la formation d’un zygote. De plus, une fois la deuxieme division
méiotique est achevés par I’émission du second globule polaire, la fécondation a pour effet
d’activer I’ovocyte a déclencher les divisions mitotiques, c’est la segmentation. Cette derniére
commence 14 a 16 heures apres la pénétration spermatique chez la vache (Derivaux et Ectors,
1980). Entouré dans sa zone pellucide, I’ceuf entame sa descente vers I’utérus tout en se
divisant en 2, 4, 8, 16, 32, ... cellules appelées blastomeres. Au bout de quatre jours apres la
fecondation, la masse sphérique formée par les blastomeres dite morula, arrive dans I’utérus.
A partir du stade de 32, 64 cellules, les blastomeres se différenciées en cellules interne
polaires et en cellules externes apolaires. La ligné interne est a I’origine du bouton
embryonnaire (futur feetus) et la ligné externe génére le trophoblaste (le trophectoderme) sous
forme d’un épithélium aplati qui participe a la formation du futur placenta. Ces cellules
(polaires et apolaires) vont s’organiser pour former le blastocyste (blastula). En effet, vers le
septieme jour chez la vache, la morula se creuse d’une cavité remplit de liquide formant ainsi
le blastocceele. Ce dernier est délimité par un épithélium formé de blastomeres polaires et dans
I’un de ses pdles, une masse de blastomeéres apolaires aux cytoplasmes denses forment le
bouton embryonnaire. Ce blastocyste a deux pdles (embryonnaire et anti-embryonnaire) est
toujours entouré par la zone pellucide, Ce n’est que vers le 10° au 11° jour que I’embryon sort
de celle-ci pour donner le produit de conception ou conceptus. Visiblement, la perte de cette

zone pellucide libére I’embryon afin d’entamer la phase d’implantation.
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Chapitre I : L’endocrinologie de la gestation et le développement embryonnaire

I-2. L’ implantation :

Le devenir du développement embryonnaire dépend de I’établissement de relations
intimes entre I’endomeétre et le conceptus. Ainsi, le blastocyste entame sa fixation a la paroi
utérine et s’y implique plus ou moins profondément chez la vache. En général, I’ implantation
se déroule par une succession d’étapes, soit : I’orientation du blastocyste et I’accolement puis
I’apposition de celui-ci a la muqueuse utérine et en fin I’adhérence des cellules de
trophoblaste aux cellules de la muqueuse utérine suivi de I’invasion de I’endomeétre
(Guillomot, 2001).

Apres la disparition de la zone pellucide et avant I’implantation, on observe une
élongation extrémement rapide du trophoblaste. Chez la vache, I’élongation du blastocyste
commence aux environ des jours 12-13 et poursuit jusqu’a ce que le trophoblaste occupe
entierement la lumiere de la corne gestante (Betteridge et al., 1980). Au début du processus
d’implantation, chez la vache vers le 19° au 20° jour de gestation, des microvillosités
cellulaires trophoblastiques vont établir les premiers contacts avec I’épithélium maternel. Ces
contacts commencent au voisinage immédiat de I’embryon pour s’étendre ensuite a tous le
chorion. Selon King et collaborateurs (1982), le processus de I’implantation qui est crucial
pour le développement embryonnaire se termine vers le 27° au 30° jour post-fécondation. En
somme, le trophoblaste défini avec I’organisme maternel par le processus d’implantation, une

structure qui permettra au fcetus de se développer au cours de la gestation appelée le placenta.
I-3. Le placenta :

L’implantation entraine I’invasion de I’endomeétre par le trophoblaste aboutissant a la
formation d’un organe dont les fonctions seront de nature protective, nutritive, respiratoire,
endocrinienne et immunodépressive (King et al., 1982). Cet organe n’est plus que le placenta
qui peut étre défini comme étant I’apposition et/ou la fusion des cellules épithéliales de

I’endometre et du trophoblaste destinées a établir un contact intimes entre la mére et le fcetus.

En effet, I’enveloppe la plus externe du conceptus, le chorion, présente sur sa surface
externe des microvillosités cotylédonaires qui s’engrenent dans des formations spécialisées de
la muqueuse utérine pour donner naissance aux placentdmes, veritables surfaces d’attache
utéro-placentaire. Les espaces inter-cotylédonaires lisses forment le paraplacenta. L’ensemble

des éléments, placentdmes et paraplacenta, concourt a former le placenta dans son entiéreté.
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Chapitre I : L’endocrinologie de la gestation et le développement embryonnaire

Le placenta est un organe autonome et transitoire mais primordial. De plus, il cumule
des fonctions qui, chez I’adulte, sont assurées par les poumons, les reins et les intestins. Mais
aussi, il est consideré comme une véritable glande endocrine indispensable a I’initiation et au
maintien de la gestation ainsi qu’a la croissance fcetale. Par ailleurs, il est également consideré
comme une structure particulierement intéressante sur le plan immunologique, puisqu’il met
en ceuvre des stratégies permettant la tolérance des antigénes feetaux par I’organisme

maternel.

La situation topographique du placenta et sa structure varient avec les espéces. Cette
variation resulte du type d’implantation de I’ceuf. La structure de placenta peut ainsi étre
étudiée sur un double plan anatomique et histologique.

Différentes classifications du placenta ont été proposées en fonction de trois (03)

criteres qui se recouvrent partiellement, soit :

» En fonction de sa structure : définie par le type de rapport entre le trophoblaste et
I’endometre.

» En fonction de sa morphologie : définie par la forme d’attachement des villosités

placentaires.

» En fonction de son degré d’attachement : défini par les altérations de I’endomeétre

lors de la parturition.

Chez certaines espéces notamment les equidés et suidés, I’étape d’adhérence des
membranes represente la phase ultime du processus d’implantation conduisant a une
placentation de type épithéliochorial et de forme diffus sur le plan anatomique. Chez d’autres,
I’implantation est plus invasive conduisant a des degrés de pénétration différents dans les
couches histologiques de la paroi utérine (Guillomot, 2001). En effet, le placenta est de type
endotheliochorial et zonaire chez les carnivores et hémochorial discoide chez les rongeurs et
les primates. Par contre, chez les ruminants, le placenta est de type synépithéliochorial
cotyledonnaire (Guillomot, 2001). En outre, sur le plan histologique il est capital de
mentionner que les placentas de ces derniers sont caractérisés par leur richesse en cellules
binucléées (Wooding, 1992).
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1-4. Les cellules binucléées :

Les cellules binucléées apparaissent chez la vache vers le 18° et 19° jour aprés la
fécondation. Elles sont localisées juste prés de la jonction feeto-maternelle (Wooding et
Wathes, 1980). Les cellules binucléées dérivent des cellules mononuclées trophoblastiques
ayant subi une division du noyau sans la division cytoplasmique (Wooding, 1992). En plus de
la distinction remarquable par le nombre de noyaux qu’elles contiennent, les cellules
binucléées se caractérisent par un cytoplasme dense, riche en ribosomes, parsemées de
grosses granulations et par la présence d’un appareil de golgi trés developpé (Boshier et
Holloway, 1977).

Au niveau du trophéctoderme, le nombre de cellules binucléées augmente jusqu’un
maximum de 20 % des cellules trophoblastiques. Cette proportion reste ensuite constante
jusqu’a la mise-bas (Boshier, 1969). Parallelement a leurs roles joués dans le maintient des
épithéliums feetal et maternel 1I’un contre I’autre de fagon a permettre le développement des
inter-digitations microvillositaires, le transfert des granules semble étre la raison principale de
la migration des cellules binucléées (Wooding et Wathes, 1980). En suite, elles fusionnent
avec les cellules épithéliales utérines pour donner des cellules tri-nucléées qui dégénerent

aussitot que leurs contenus soient libérés dans la circulation maternelle (Wooding, 1984).

Capillaire maternel

Exu:ubytu:use

+ *owm

tembrane basale

Jonction
micravillositaire

Figure n°1: représentation schématique de la migration des cellules binucléées chez la
vache (d’aprés Wooding et Wathes, 1980).

Les cellules binucléées sont directement impliquées dans la synthese de nombreuses

protéines dont certaines ont un réle hormonal connu telles que I’hormone lactogene
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placentaire (PL) (Wooding et al., 1992), la gonadotrophine chorionique (CG) et les hormones
stéroides (Zoli, 1992b), la progestérone (Wooding et al., 1996), des prostaglandines (Reimers

et al., 1985) et des protéines associées a (ou specifiques de) la gestation (Zoli et al., 1991).
I-5. Les protéines associées a (ou spécifiques de) la gestation :
I-5-1. Historique et taxonomie :

Les premiéres publications sur les protéines specifiques de la gestation ont été decrites
dans les années 80 sous divers appellations (PSPB, PSP-60, PAG, SUB-3). En effet, des
recherches effectuées par Bulter et collaborateurs (1982) chez les ruminants domestiques ont
abouti a I’isolement a partir des enveloppes feetales bovines de deux protéines spécifiques de la
gestation : PSPA et PSPB. Néanmoins, la PSPA, une protéine de masse moléculaire de 65 a 70
kDa s’est révélée ultérieurement identique a I’alphafoetoprotéine (AFP); protéine synthétisee
par le foie du feetus de tous les mammiferes (Giltlin et Boesman, 1967). Les concentrations
sériques maternelles d’AFP (PSPA) sont élevées pendant la gestation. Cependant, des
concentrations non négligeables de cette protéine sont détectées en dehors de la gestation, ce
qui empéche I’utilisation de leur dosage comme moyen de diagnostic de la gestation. Par contre
pour la PSPB, une glycoprotéine de masse moléculaire de 47 a 63 kDa, il a été rapidement
montré qu’elle est présente dans le sang maternel et que son dosage pouvait permettre un
diagnostic de gestation chez les femelles de nombreuses especes de ruminants (Sasser et al.,
1989).

Une équipe de chercheurs a isolé une proteine placentaire de poids moléculaire
d’environ 30 kDa et ayant une activité biologique apparentée a celle de LH bovine (Ailenberg
et Shemesh, 1983). IlIs ont donc conclu a I’existence d’une hormone chorionique gonadotrope
bovine (bCG) dont le réle était vraisemblablement d’assurer le maintient du corps jaune gestatif
chez la vache. Ultérieurement, Beckers et collaborateurs (1988) ont confirmé I’existence de
cette protéine présentant des points communs avec la LH. Parallélement, une autre protéine
placentaire dépourvue d’activité hormonale a été mise en évidence chez la vache par la méme
équipe. Puis, elle a été isolée, purifiée et caractérisée par Zoli et al. en 1991 et fut dénommée
bovine pregnancy associated glycoprotein 1 (b0PAG-1).

D’autre part, des études approfondies ont conclu que le bCG fait partie de la famille des
glycoprotéines spécifiques ou associées a la gestation et fut appelée bPAG-2 (Xie et al., 1994).

Plus tard, une approche par clonage moléculaire a permis de caractériser ces deux molécules
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(bPAG-1 et bPAG-2) qui se sont révélées partager plus de 60% d’identité dans leurs séquences
d’acides aminés (Xie et al., 1991). Cependant, aucune réaction croisée n’a été détectée de point
de vue immunologique entre ces deux molécules.

En 1986, Gogolin-ewens et son équipe ont identifié pour la premiere fois les molécules
SUB-3 (antigene spécifique des cellules binucléées de I’utérus gravide) qui font partie de la
famille des protéines associées a la gestation et qui sont considérées restant confinées dans les
cellules binucléées et, de ce fait, elles n’ont pas fait I’objet de developpement pour le diagnostic
de gestation.

En 1988, Camous et al. ont parvenu a isoler et purifier une autre protéine spécifique de
la gestation: la PSP-60 dont le poids moléculaire est de 61 kDa. Plus tard, Mialon et
collaborateurs (1993) s’est intéressé par I’aspect de la sécrétion de cette molécule dans le sang
maternel pour développer un éventuel dosage de diagnostic de gestation.

Selon Zoli et son équipe (1992b), cette protéine (PSP-60) pourrait étre une forme de la
famille de la PSPB. D’autre part, Lynch et collaborateurs (1992) ont montré par clonage
moléculaire qu’une forme de PSPB est, par sa structure primaire, apparentée a la bPAG-1.
Aujourd’hui, dans les banques génomiques, la bPAG-1 (Zoli et al., 1991), et la bPSPB (Bulter
et al., 1982) sont considérées comme ayant la méme séquence en acides aminés et il en est
probablement de méme pour la PSP-60 et la SUB-3. D’ailleurs, pour éviter toute confusion,
Green et collaborateurs (2005) ont suggeré la bPAG-1 comme référence pour differentes PAGs
(PSPB, PSP-60, SUB-3) puisqu’elles présentent des similitudes importantes d’identité dans
leurs sequences d’acides aminés et parfois méme identiques (Xie et al., 1991; Lynch et al.,
1992).

I-5-2. Caractéristiques biologiques :

L’existence des protéines associées a la gestation (PAGS) apparait commune a I’espece
humaine et aux différentes espéces animales. En effet, ces protéines ont été retrouvées chez
I’homme (Tatarinov et Masyukevich, 1970), les singes (Bohn, 1974), le rat, le lapin et le
cobaye (Tatarinov et al., 1976), le porc (Szafranska et al., 1995), le chat (Gan et al., 1997), le
cheval (Green et al., 1999), la souris (Chen et al., 2001). Mais aussi, elles ont été retrouveées
également chez les ruminants comme les bovins (Zoli et al., 1991), les ovins (Xie et al.,
1997), les caprins (Garbayo et al., 1997), le cerf et I’élan (Huang et al., 1999) et le zébu
(Sousa et al., 2000).

La PAG-1 est une glycoprotéine acide de la famille des proteases aspartiques mais elle

est dépourvue d’activité protéolytique (Zoli et al., 1991). Elle est au méme titre que le
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pepsinogéne, la pepsine, la cathepsine D et E, la chymosine et la rénine (Xie et al., 1991). Sur
le plan nucléotidique, elle posséde une identité de 60% avec le pepsinogene et la cathepsine E,
de 57% avec la chymosine et de 50% avec la cathepsine D (Zoli et al., 1992b). En outre, cette
glycoprotéine de 380 acides aminés est de masse moléculaire de 67 kDa (Zoli et al., 1992b).
En réalité cette masse varie de 55 a 70 kDa. Cette variation correspond a différentes formes et
aux niveaux de glycosylation de celles-ci (Clerget, 2008). Ainsi, les PAGs comportent de
multiples sites N-glycosylation, ce qui leurs confere une grande stabilité et longue demi-vie
dans la circulation maternelle qui est de 8 a 10 jours (Sasser et al., 1986; Kiracofe et al.,
1993). De ce fait, I’hétérogénéité des PAGs isolées a partir du placenta de différentes espéces
animales pourrait s’expliquer, du moins en partie, par un degré variable de glycosylation
effective des sites potentiels. La bPAG-1 contient environ 10% d’hydrate de carbone et 1%
d’acide sialique (Zoli et al.,, 1992b). Ce dernier semble influencer sensiblement
I’immunoréactivité de la PAG puisque les propriétés immunogénes de cette glycoprotéine
soient inversement proportionnelles a la quantité d’acides sialiques qu’elle contient (Zoli et
al., 1992b).

La variété de structure des motifs saccharidiques permet a ces molécules d’exister sous
une multitude de formes présentant des propriétés structurelles et biologiques différentes. Par
ailleurs, si I’approche biochimique a permis d’identifier grossiérement une molécule chez les
bovins (bPAG-1) (Zoli et al., 1991; Sousa et al., 2002), I’approche par biologie moléculaire a
permis d’identifier des dizaines d’ADN complémentaires codants pour differentes PAGs
ayant au moins 5% de différence dans leurs séquences (Green et al., 2000): 21 ADNCc chez la
vache (Xie et al., 1997).

Les PAGs les mieux connues sont synthétisées par les cellules binucléées présentes dans
les couches superficielles du trophéctoderme (Zoli et al., 1992b) et plus précisément dans les
granules de ces cellules binucléées (Xie et al., 1991; Zoli et al., 1992b). Chez la vache, les
cellules binucléées superficielles du trophéctoderme migrent en direction de I’épithélium
utérin puis fusionnent avec les cellules endothéliales pour donner naissance aux cellules
trinucléées (Wooding et Beckers, 1987). Ces dernieres ont une durée de vie transitoire et
fugace puisque elles meurent aussitot que le contenu de leurs granules est largué dans la
circulation maternelle (Zoli et al., 1992b).

Récemment, les progres réalisés dans le domaine de la biologie moléculaire ont permis
de démontrer que les PAGs ne s’expriment pas au méme moment. Au cours de la gestation,

certaines PAGs s’expriment alors que d’autre sont absents sauf, vers la fin de la gestation, ou

e —————————————
8
Partie Bibliographique



Chapitre I : L’endocrinologie de la gestation et le développement embryonnaire

toutes les PAGs peuvent s’exprimer au méme temps. Une étude de clonage moléculaire
réalisée par Green et collaborateurs (2000), a démontré que I’expression des bPAGs révéle un
caractére aussi bien spatial que temporel durant la gestation. En effet, deux groupes émanent
de la classification spatiale de I’expression des bPAGs. Le premier comprend des bPAGs
exclusivement localisées dans les cellules binucléées, alors que le second correspond aux

bPAGs synthétisées dans les cellules mononucléées du trophéctoderme (Green et al., 2000).

Cellules binucléées Cellules mononucléées
1,3,4,5,6,7,9, 14, 15, 16, 2,8,10, 11, 12, 13,
bPAGs 17,18, 19, 20, 21

Tableau 1. mode d’expression spatiale des bPAGs (Green et al., 2000).

La diversité de la famille des bPAGs est devenue évidente. Les avancees scientifiques et
les connaissances acquises dans ce domaine ont motivé davantage les chercheurs a purifier
ces molécules afin de développer des dosages radio-immunoassay (RIA) ou enzymo-
immunoassay (ELISA) sensibles et spécifiques. Le principe consiste a purifier des molécules
de bPAGs qui possedent la propriété d’étre secrétées précocement et au méme temps
disparaissent assez tot apres le vélage pour pallier a I’inconvénient majeur de longue demi-vie
des PAGs. Des équipes de chercheurs (Bulter et al., 1982 ; Zoli et al., 1991 ; Mialon et al.,
1993) se sont intéressés a la cinétique de différentes formes de PAGs dans le sang maternel
pendant la gestation et méme apres le post-partum. Chez la vache, les concentrations en
bPAG sont détectables au plus t6t a partir de 19°-22° jours aprés conception (Perenyi, 2002b).
Leurs concentrations est habituellement inferieures a 1 ng/ml avant le 30° jour de gestation.
Puis, elles progressent pour atteindre des concentrations de 3 a 6 ng/ml aux alentours de 33°-
37° jours de gestation (Perenyi et al., 2002a). Néanmoins, la précocité de ce moment de
détection varie cependant d’un individu a l’autre car il existe de grandes variations
individuelles dans la sécrétion et la cinétique d’évolution des PAGs. Au dela de 35° jour, les
concentrations de la PAG augmentent d’abord progressivement entre la 6° et 35° semaine pour
ensuite s’élever plus rapidement entre la 35° semaine et le terme. Les concentrations des
PAGs augmentent de 4 ng/ml a la 6° semaine jusqu’a 159 ng/ml a la 35° semaine puis
atteignent leurs valeurs maximales de 2000 ng/ml 1 a 5 jours avant le part. Aprés le vélage,
les concentrations sériques de PAG décroissent progressivement et reviennent au dessous de
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seuil de détection (0,2 ng/ml) entre le 80° jour et le 120° jour post-partum (Zoli et al., 1992b).
Dés lors, il est impératif de respecter une période d’attente de 100 jours aprés la parturition
pour envisager un diagnostic d’une nouvelle gestation. Autrement dit, pendant la période de
post-partum, le dosage de la PAG est réalisable pour le diagnostic d’une nouvelle gestation
mais a condition que I’intervalle vélage insémination soit supérieur a 70 jours tout en sachant
qu’en pratique, le prélevement est généralement effectué 30 a 35 jours aprés I’insémination.

Selon plusieurs auteurs, I’évolution des concentrations des PAGs peut étre influencée
par plusieurs facteurs comme la race (Guilbault et al., 1991) et le sexe (Guilbault et al., 1991;
Zoli et al., 1992b). De plus, les concentrations plasmatiques de PAG sont aussi corrélées avec
le poids du veau a la naissance ainsi que le nombre du feetus (Dobson et al., 1993; Patel et al.,
1997), la masse placentaire (Willard et al., 1995), la production laitiere et sans doute le stade
de gestation (Lopez Gatius et al., 2007a).

I-5-3. Roles des PAGs :

Selon des expériences préliminaires, les PAGs font sans nul doute partie des
molécules qui interviennent dans le dialogue entre I’endomeétre et I’embryon (Wooding et al.,
2005). Cependant, bien que des investigations aient été menees, les réles physiologiques de
ces protéines restent encore a I’état d’hypothese.

Plusieurs équipes de chercheurs ont mené des travaux afin de déceler les rbles
biologiques et physiologiques des PAGs. En effet, Roberts et collaborateurs (1996) ont
formulé plusieurs hypotheses dont celle selon laquelle les PAGs pourraient lier et sequestrer
des peptides susceptibles d’étre reconnus par le complexe majeur d’histocompatibilité, et ainsi
exerce un role immunomodulateur au niveau de I’interface feeto-maternelle. Dans la méme
optique, Dosogne et al. (2000) ont attribué aux PAGs la chute de résistance ainsi que la
susceptibilité au syndrome métrite-mammite fréquemment observé chez la vache au tour du
part imputé aux concentrations trés élevées de PAG en cette période qui, vraisemblablement
engendre une décroissance de I’activité d’oxydation des neutrophiles (Moreira Da silva et al.,
1997). Par ailleurs, il a été montré que des concentrations de PAG-1 supérieure a 1800 ng/ml
affectent la capacité des granulocytes (Hoeben et al., 2000).

Toutes les investigations réalisées jusqu’a présent pour définir les fonctions des
protéines spécifiques ou associées a la gestation ont été testées sur le modele bovin. Ces
travaux de recherche ont rapporté que la PSPB stimule la production de PGE2 qui elle-méme
joue un réle décisif dans le maintien de I’activité du corps jaune gestatif et par conséquent, la

production lutéale de la progestérone (Del vecchio et al., 1996; Weems et al., 1998) . D’autre
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part, Ayad et collaborateurs (2007b) ont suspecté une relation possible entre la sécrétion de la
progestérone et les concentrations en PAGs. En effet, dans une étude réalisée chez des vaches
laitieres, il a eté observé que les concentrations en PAG aux jours 30, 45, 60 et 80 ont
tendance a étre plus hautes chez les vaches gestantes ayant des concentrations en progestérone
plus élevées au jour 21 de la gestation. Récemment, Barbato et son équipe (2013) ont
confirmé I’existence d’une relation entre la sécrétion de la PAG et celle de la progestérone
chez les vaches au cours du premier trimestre de gestation.

Le r6le exact de ces protéines n’est pas encore élucidé. Leurs propriétés
immunosuppressives expliqueraient leurs implications dans le mécanisme de reconnaissance
et du maintien de la gestation. Compte tenu de leur appartenance a la famille des protéases
aspartiques, ses effets potentiels sur le mécanisme de déclenchement de la mise bas, de
détachement placentaire et I’involution utérine meriteraient d’étre approfondis.

I-5-4. Les applications cliniques des PAGs

Dés le début de la gestation, le placenta synthétise toute une série de protéines
associees a la gestation. Lorsque ces molécules sont secrétées dans le sang maternel a des
niveaux détectables, elles présentent un intérét pour le diagnostic de la gestation et de la
fonction placentaire. Les protéines associées a la gestation ont été proposées pour la premiére
fois comme moyen de diagnostic de la gestation chez les bovins (Zoli et al., 1991) puis
ensuite, chez de nombreuses especes de ruminants (Gonzalez et al., 2001 ; Karen et al., 2003 ;
Barbato et al., 2009). Rapidement, il a été montré que ces protéines étaient presentes dans le
sang maternel et que leur dosage radio-immunologique pouvait permettre un diagnostic
précoce de gestation (Sasser et al., 1986; Zoli et al., 1992b). La mise au point de ce dosage
(RI1A) et celui d’immuno-enzymatique (ELISA) a rendu I’intérét particulierement évident
pour diagnostiquer les gestations et les altérations trophoblastiques. D’ailleurs, des recherches
ont été menées dans ce sens pour I’étude de la mortalité embryonnaire aprés insémination
artificielle (Szenci, 2006), saillies naturelles (Breukelmen et al., 2005a) ou transfert
d’embryon (Breukelmen et al., 2005b). Dans ces études, des dosages de la PAG sont annexés
par des dosages de la progestérone puis suivis par des examens ultrasonographiques. Les
résultats rapportés montrent que les concentrations en PAG chutent chez des vaches dont la
gestation a été initialement diagnostiquee par échographie comme positif et ensuite négatif
suite & une mortalité embryonnaire ou feetale comme I’en témoignent aussi la chute des

concentrations en progestérone.
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Des approches originales ont été menées par certains chercheurs sur I’effet d’infection
par les agents abortifs sur les concentrations des PAGs en I’occurrence, Actinomycine
pyogenes (Semambo et al., 1992), Toxoplasma gondii et Listéria monocytogese (Zarrouk et
al., 1999) et Néospora caninum (Lopez Gatius et al., 2007b). Ces auteurs ont décrit des
cinétiques et des allures de chute des concentrations de PAG différentes ainsi que le moment
de la survenue des avortements induits, appropriés a chaque agent pathogeéne.

Ces travaux fournissent un outil pratique pour le diagnostic différentiel des
pathologies abortives. Le cas échéant, il permet au moins une orientation ou une confirmation
du diagnostic. En effet, le dosage de la PAG au long de la gestation, combiné a celui de la
progestérone, permet de préciser le moment d’occurrence des mortalités embryonnaires ou
feetales. Ce type d’approche est recommandable aussi bien en ferme (Lopez Gatius et al.,
2007¢) que dans les stations expérimentales utilisant les biotechnologies de la reproduction
(Chavatte- palmer et al., 2006) dans le but d’élucider la chronologie et la pathogénie des
pertes prénatales et méme éventuellement leurs agents causaux.

Des études ont montré que, malgré la plus part des nouveau-nées ne présentent aucune
anomalie particuliere suite a des programmes de manipulation d’embryons (clonage,
FIV,...etc.), une grande partie d’entre eux peut présenter un poids élevé a la naissance suite a
un développement en exces de I’unité feeto-placentaire accompagnés généralement par la
présence d’anomalies morphologiques accessoires telles que I’cedéme du cordon ombilical et
I’hypertrophie placentaire (Chavatte - Palmer et al., 2006). Ces altérations semblent étre a
I’origine de concentrations tres élevees en PAG a la fin de la gestation (Dobson et al., 1993).
De méme, le dosage de la PAG peut étre également utile pour le dénombrement des feetus
(Patel et al., 1997). Dans ce cas, les concentrations de PAG sont également élevées chez les
femelles a gestation multiples (Patel et al., 1997; Lopez-Gatius et al., 2007a).

En fin, différentes études indiquent que les concentrations des PAGs dans le lait
peuvent étre utilisées pour le diagnostic de gestation chez les ruminants. En effet, les premiers
essais d’élaborer un dosage pour le diagnostic de gestation a base d’analyse de PAG dans le
lait sont effectués chez I’espéce caprine (Gonzalez et al., 2001) et ovine (EI Amiri et al.,
2003) et réecemment chez I’espéce bovine par dosage radio-immunologique (RIA) (Gajewski
et al., 2008) ou enzymo-immunologique (ELISA) (Friedrich et Holtz, 2010). Des résultats
publiés par Tainturier et collaborateurs (1996) ont confirmé la présence des bPAGs dans le
lait. Néanmoins, I’étude realisée par Gajewski et al. (2008), montre que la concentration

moyenne de bPAG obtenue dans le lait est de I’ordre de 0,06 ng/ml & la 6° semaine post-
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insémination. Et selon Metelo et collaborateurs (2002; 2004), cette concentration varie de 0,1
a 0,3 ng/ml a la 10° semaine (70 jours) post-insémination. Puis elle grimpe de 1,28 ng/ml a la
24° semaine (168 jours) jusqu’a 4,84 ng/ml au jour 201 de gestation (Gajewski et al., 2008).
Ces concentrations infimes semblent contraires a celles enregistrées chez les caprins qui sont,
une dizaine de fois plus élevées que celles des bovins (Gonzalez et al., 2001). En effet, elles
varient de 2,12 + 1,11 ng/ml a la 3° semaine jusqu’a 4,65 *+ 1,42 ng/ml a la 6° semaine de
gestation (Gonzalez et al., 2001).

Cet inconvénient majeur concernant les concentrations des bPAGs dans le lait a rendu
I’éventualité de développer un dosage radio-immunologique (RIA) ou enzymo-
immunologique (ELISA) précoce est quasiment impossible d’au moins a I’heure actuelle.
D’ailleurs, le dosage immuno- enzymatique (ELISA) développé par Friedrich et Holtz (2010)
est fiable a 28 jours post-insémination dans le sang alors que dans le lait, il I’en est qu’a partir
de 150 jours de gestation.

Les connaissances acquises sur les aspects relatifs & I’endocrinologie de la gestation,
notamment dans le diagnostic et le suivi de la gestation ainsi que I’étude des mortalités
embryonnaires, ont fortement évolué grace au développement de différents systéemes de
dosage RIA-PAG homologues et hétérologues (Zoli et al., 1992a; Perényi et al., 2002a; Ayad
et al., 2007a) et ELISA-PAG (Green et al., 2005; Silva et al., 2007; Green et al., 2009

Romano et Larson, 2010).
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1. Généralités sur la technique ELISA :

La technique ELISA a été conceptualisée et développée par deux scientifiques suédois
Peter Perlmann et Eva Engvall a I'université de Stockholm en 1971. Le mot ELISA est
I’acronyme d’un examen de laboratoire qui signifie en anglais enzyme-linked immunosorbent
assay, littéralement « dosage d'immunoadsorption par enzyme liée », c’est-a-dire dosage
immuno-enzymatique sur un support solide. Ce test entre dans le cadre plus général des EIA
(enzyme immunoassays), dans lequel le dosage est couplé a une réaction catalysée par une
enzyme qui libere un composant coloré dont [I’intensité peut étre estimée par
spectrophotométrie.
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Figure n° 2: représentation d’une plaque ELISA de 96 puits préte a la lecture.

Le test ELISA est une technique immuno-enzymatique destiné pour la détection et le
dosage des anticorps et des antigenes dans des liquides biologiques. Cette technique est basée
sur I’utilisation d’un ou de deux anticorps dont I’un est spécifique de I’antigene, tandis que
I’autre qui est couplé préalablement a une enzyme, réagit aux complexes immuns (antigene-
anticorps) pour causer I’émission d’un signal par un substrat chromogene ou fluorogéne.

L’ELISA peut étre réalisée a visée qualitative en indiquant seulement la présence ou
I’absence d’une protéine dans un échantillon. Comme peut étre utilisée & visée quantitative
dont la densité optique ou les unités de fluorescence de I’échantillon mesurées par
spectrophotométrie sont proportionnelles a la concentration de la protéine cible et qui peut
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Chapitre 11 : Généralités sur la technique ELISA

étre déduite sur une courbe d’étalonnage. D’autre part, différentes types d’ELISA sont

utilisées aussi bien en recherche qu’en clinique, a savoir :

1. L’ELISA direct (sandwich): appelée aussi DAS (Double Antibody Sandwich).
Ce type d’ELISA est destiné pour la révelation ou le dosage d’antigéne dans un échantillon.
Dans ce cas de figure, I’antigéne se trouve entre deux anticorps spécifiques. En effet, les puits
de la plaque ELISA sont tapissés avec un anticorps de capture capable de lier spécifiquement
I’antigene recherché. Lors de cette opération appelée coating, I’anticorps de capture se fixe au
plastique des puits. La solution a tester est ensuite déposee dans les puits de la microplaque et
si I’antigéne recherché est présent, il va se lié spécifiquement a I’anticorps de capture. Un
deuxieme anticorps, dit traceur ou anticorps de détection, capable de se lier a I’antigéne
capturé est alors ajouté dans les puits. Puis, les anticorps de détection non fixés sont éliminés
par rincage. L’anticorps traceur fixé est couplé a une enzyme catalysant la formation d’un
produit coloré. La reéaction peut ainsi étre quantifiée par colorimétrie a partir d'une courbe
d'étalonnage réalisée avec des concentrations connues d'antigéne puisque le nombre de
molécules d'anticorps traceur fixées dépend du nombre de molécules d’antigenes

immobilisées par I’anticorps de capture.

HRP-Linked Antibody _

Capture Antibody

Sandwich Elisa

Figure n° 3: schéma de la réaction antigene-anticorps de I’ELISA sandwich.
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ET.ISA samdwickh

Samdwich direct
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Figure n° 4: représentation schématique des réactions de sandwich direct et sandwich

indirect.

2. L’ELISA indirect: ce type d’ELISA est plus couramment utilisé. Il sert pour déterminer la

concentration en anticorps d’un sérum. Cette variante d’ELISA se déroule en général par

quatre étapes qui sont résumées dans le tableau ci-dessous :

Tableau n° 2: les étapes de réalisation de I’ELISA indirect.

« coating »

Incubation dans les puits la solution des antigénes

de détection

de I’antigene | spécifiques de I’anticorps recherché. L’antigene se
fixe au fond des puits. Les puits sont ensuite lavés
pour éliminer I’antigéne en exces.
Fixation de | Incubation dans les puits la solution d’anticorps a
' 2 ' I’anticorpsa | doser. L’anticorps se fixe spécifiquement sur
=4 A 6/{\__ doser I’antigene. Les puits sont ensuite laves pour éliminer
I’I s - I’anticorps non fixés.
fixation de | Incubation dans les puits I’anticorps de détection,
I’anticorps | couplé & une enzyme. L’anticorps de détection se fixe

sur I’anticorps a doser. Les puits sont ensuite laves
pour enlever les anticorps de détection en exces non

fixés.
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Révélation

des anticorps

“’ﬁ}‘ = fixés

Incubation d’une solution révélatrice contenant un
substrat de I’enzyme. Si la réaction est positive
(présence de I’anticorps recherché), le substrat est
dégrade et une coloration apparait. L’intensité de la
coloration est proportionnelle & la quantité d’enzyme
présente, donc & la concentration de [I’anticorps

recherché.

3. L’ELISA par compétition:

Une troisieme utilisation de I'ELISA se fait par compétition de liaison. Elle permet le

dosage des antigénes. Le procédé se déroule, dans ses grandes lignes, comme suit :

- Une plague est préparée sur laquelle sont fixés des anticorps.

- Un mélange d’antigénes marqués et des antigenes a doser (non marqués) est déposé

sur la plaque.

- Laplaque est rincée, de sorte que les antigenes non liés aux anticorps sont élimines.

La compétition joue donc entre les antigenes marqués (en quantité connue) et non

marqués (en quantité a déterminer) pour leur liaison aux anticorps. Ainsi plus les antigenes a

doser sont nombreux, plus leur proportion parmi les antigenes retenus par les anticorps est

grande, et plus le signal sera faible. Inversement, si la concentration initiale de I'antigene est

faible, le signal sera fort.
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l. Matériels et méthodes
I.1- Le cadre expérimental

La présente étude a été menée au niveau de trois wilayas : Bejara (36° 45°. N et 5° 04°.
E), Biskra (34° 51°. N et 5° 43’. E) et Tizi-Ouzou (36° 43’. N et 4° 03’. E). Les animaux ont
été éleves dans des systemes extensif et semi-intensif, appartenant a des particuliers dont la
plus part sont des producteurs laitiers. L’expérimentation s’est déroulée au Laboratoire de
Physiologie Animale, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie (Université de Bejaia).

A LS

Figure n° 5: carte géographique illustrant les wilayas dont les prélevements ont été effectues
(Bejaia, Biskra et Tizi-Ouzou).

1.2- Animaux et prélevements

Au cours de cette étude, 120 prélevements de sang ont été effectués au niveau de la
veine coccygienne des bovins de races différentes, agés entre 6 mois a 12 ans. La note d’état
corporel (BCS) enregistrée varie de 2,5 & 4,5 et le nombre de vélages varie de 0 a 9. Ces

échantillons ont été repartis en deux groupes comme sulit:

Groupe 1: des prélevements issus de lot de femelles non gestantes (n=52). Les prélevements
ont été collectés durant la période de stabulation et en absence du male.

Groupe 2: des prélevements issus de lot de femelles inséminées, confirmees ultérieurement
gestantes par échographie ou par palpation transrectale (35-40 et > 60 j post IA,
respectivement) (n=68). Les préléevements ont été effectues entre 25 a 50 jours post-

insémination.
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Nous signalons que toutes les vaches du groupe 1 et 2 ont un intervalle vélage et le

jour de prélévement supérieur ou égal a 98 jours.

Toutes les femelles ont fait I’objet d’un prélevement de sang dans des tubes secs de 10
ml identifiés préalablement. Une vache (N° 36) a été prelevée plusieurs fois dans le but de
suivre la cinétique des concentrations de la PAG sérique. Les échantillons sanguins ont éte
centrifugés a 3000 tours par minute pendant 15 minutes. Les sérums obtenus sont récupérés et
répartis dans deux tubes. lls sont ensuite conservés a — 20° C dans un congélateur jusqu’au
dosage de la PAG.

Par ailleurs, cing préléevements ont été utilisés pour le test de conservation. En effet, en
plus de I’échantillon conservé a — 20° C, des échantillons de sérum issus de ces cing
prélevements ont été mis a 37°C et a la température ambiante (~ 24° C) pendant 18 heures

avant le dosage.
1.3- Dosage des prélevements

Les concentrations sériques de PAG ont été déterminées par un kit ELISA sandwich
directe (EIA PAG (E.G.7), CER Groupe, Département santé, Belgique). Ce kit est constitué
d’une plaque de 96 puits dans lesquels collé I’anticorps primaire. A cette plaque s’ajoute 14

fioles contenant des réactifs nécessaires qui sont les suivants :

- 07 fioles jaunes contenant les solutions standards (0 ; 0,4 ; 0,6 ;0,8 ; 1,5 et 2
ng/ml) et le controle positif ou Quality control (1 ng/ml).

- 01 fiole bleue contenant I’anti-PAG-biotin (I’anticorps secondaire).

- 01 fiole rouge contenant avidin-HRP (I’enzyme).

- 01 fiole contenant la solution substrate/chromogen (révélateur).

- 01 fiole contenant la solution stop (H,SO, : stoppeur de la réaction).

- 02 fioles contenant la solution de ringage.

- 01 fiole contenant le tampon de dilution.
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Figure n° 6: photo présentant les éléments composant le kit (la plaque a 96 puits, les

solutions standards, les réactifs, la solution de rincage et le tampon de dilution).

Apres décongélation des sérums, Au premier lieu, un volume de 50 ul de tampon de
dilution est ajouté aux 96 puits suivi de 50 pl en duplicate de chaque point du standard et
contréle positif. Pareillement, 50 pl d’échantillon en duplicate ont été mis dans les puits.
Ensuite, la plaque est laissée en incubation dans I’obscurité et a température ambiante pendant
toute la nuit. Le lendemain la plaque est rincée en ajoutant 300 pl de la solution de ringage a
chaque puits, puis vidée avant qu’elle soit remplie & nouveau. Cette opération est répétée cing

(05) fois, puis elle est posée sur un papier absorbant pour éliminer le liquide résiduel.

Un volume de 100 pl de I’anti-PAGbiotin est ajouté a chaque puits suivi immédiatement
d’une incubation de deux heures dans I’obscurité et a température de 37° C. Ensuite, la
plaque est rincée a nouveau cing (05) fois selon le protocole précédant. Un volume de 100 pl

de I'avidin-HRP est ajouté a chaque puits suivi d’une incubation de 20 minutes dans

I’obscurité et & température de 37° C. Aprés un lavage selon le méme protocole, 150 pl de

———————————
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substrate/chromogen est ajouté a chaque puits. Aprés un léger vortex, la plaque est laissée a
nouveau en incubation dans I’obscurité et a température ambiante pendant 30 minutes. En fin,
50 ul de la solution stop (H,SO,) est ajoutée a chaque puits suivi d’une douce agitation et la
plaque est préte a la lecture par un lecteur ELISA (spectrophotométre) a une longueur d’onde
de 450 nm.

Le spectrophotométre mesure les absorbances relatives a chaque concentration de PAG
puis imprimées sur papier. Une courbe standard est tracée en fonction des concentrations des
solutions standards et leurs absorbances moyennes correspondantes. Sur cette base, les
concentrations en PAG des sérums analyses sont déterminées selon I’équation de régression

de la courbe standard et en fonction de leurs absorbances moyennes correspondantes.

Principe du kit utilisé pendant la partie pratique

7

\ |

A -
A -

-

; e Coatée Distribution des e Addition du mélange

Cupule Coatée Distribution du =

avec anticorps témoins et des . . HRP substrat-chromogéne

AVeC antcorps - . —— z
spécifigque échantillons

Figure n° 7: illustration schématique du principe du kit ELISA (sandwich direct) utilisé dans
cette partie pratique.
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1.4 - Validation de la technique de dosage

a- La reproductibilité :

Pour tester la reproductibilité de la méthode, deux (02) échantillons avec différentes
concentrations de PAG obtenus a partir des vaches confirmées gestantes ont été employés
pour calculer les coefficients de variation (CV) intra et inter-assay. Pour le calcul de CV intra-
assay, deux échantillons ont été dosés sept fois (n=7) en duplicate dans un méme dosage. Pour
le calcul de CV inter-assay, deux échantillons ont été dosés sept fois (n=7) avec des courbes
standards différentes et espacées dans le temps. Ainsi, le CV est déterminé par la formule
suivante : CV (%) = (écart-type / moyenne) x100 (Rodbard, 1974).

b- Récupération :

Pour procéder au test de récupération, nous avons utilisé deux sérums A et B dont les
concentrations en PAG sont connues d’emblée. Des volumes croissants du sérum B (100 pl,
200 pl, 300 pul et 400 ul) ont été ajoutés au sérum A. Puis nous avons déterminé, en duplicate,
la concentration résultante de chague mélange. Le pourcentage de récupération est calculé
comme suit: [valeur observée (ng/ml)/valeur prévue (ng/ml)] x100.

c- La spécificité :

Pour tester la spécificité de la méthode, six (06) molécules représentées par les
hormones de la reproduction ont été utilisées en I’occurrence ; PMSG (FOLLIGON® 1000
Ul : Intervet International B.V, (UE)), GnRH (FERTAGYL®: Intervet International B.V,
(UE)), la progestérone (Progestérone® Retard Pharlon : BAYER SANTE, 13 rue Jean Jaurés
92807 Puteaux cedex, France), la testostérone (Testo enant®: GEYMONAT SP.A. Via S,
Anna, 2- Anagni (Fr)- Italie), I’ocytocine (OXYTO-Kel synth®: KELA N.V, St. Lenaartseweg
48, 2320 Hoogstraten- Belgique) et dinoprost (ENZAPROST® T : CEVA SANTE ANIMALE-
10 avenue de la ballastiere- 33500 LIBOURNE- France). Des dilutions (1/1, 1/100, 1/1000 et
1/10000) ont été obtenues en ajoutant une solution tampon pour chaque molécule puis testées
en duplicate. Entre outre, nous avons testé un échantillon de sang provenant d’un méle bovin.

d- Parallélisme :

Pour évaluer le parallélisme de la méthode, nous avons dilué deux (02) serums, issus
de deux (02) prélevements de femelles confirmées gestantes, contenant des concentrations de
PAG relativement élevées dans une solution tampon. Des dilutions sérielles de 1/2, 1/4, 1/8 et

1/16 ont été alors obtenues et analysées.
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1.5 - Validation de la méthode de diagnostic

L’évaluation objective de la qualité d’une méthode de diagnostic de gestation (DG)
repose sur cing (05) parametres essentiels dont il importe de connaitre la signification (Szenci
et al., 1998 ; Kastelic, 2006 ; Romano et Larson, 2010). En effet, quatre (04) situations sont

possibles pour un animal a examiner:

Tableau 3 : différents cas possibles selon les résultats du diagnostic de gestation.

Femelle gestant Femelle non gestant

A (vrai positif) B (faux positif)
Diagnostic positif

D (faux négatif) C (vrai négatif)
Diagnostic négatif

» Situation A : le diagnostic de gestation s’est revélé exact (Vrai positif).

> Situation B : le diagnostic de gestation s’est révélé inexact (Faux positif).

> Situation C : le diagnostic de non gestation s’est révélé exact (Vrai négatif).

> Situation D : le diagnostic de non gestation s’est révélé inexact (Faux négatif).

A I’égard de ces quatre (04) situations on définie :

a- Lasensibilité :

La sensibilité évalue la capacité de la méthode a détecter les femelles gestantes.
Autrement dit, la sensibilité est la probabilité pour une femelle gestante d’avoir un résultat
positif au test ou a I’examen. Elle s’exprime par le rapport suivant :

nombre de DG positifs exacts vrais positifs A
Se = P ¥ 100 = E ¥ 100 =

" nombre de vaches réellement gestantes vrais positifs+faux négatifs A+D

* 100

b- La spécificité :
La specificité évalue la capacité de la méthode a détecter les femelles non gestantes.

Autrement dit, La spécificité est la probabilité pour une femelle non-gestante d’avoir un

résultat négatif au test ou a I’examen. Elle s’exprime par le rapport suivant :

nombre de DG négatifs exacts vrais négatifs C
Sp = s +100 = 5 %100 = ——* 100

nombre de vaches réellement non gestantes vrais négatifs+faux positifs
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C- Valeur prédictive positive ou exactitude positive:

La valeur prédictive positive est définie comme la probabilité pour une femelle d’étre
gravide quand le résultat du test ou de I’examen a été déclaré positif. Elle s’exprime par le

rapport suivant :

nombre de DG positifs exacts vrais positifs A
VPP = P ¥ 100 = P *100 = -—* 100

nombre total de DG positifs vrais positifs+faux positifs

d- Valeur prédictive négative ou exactitude négative:

La valeur prédictive négative est definie comme la probabilité pour une femelle d’étre non
gravide quand le résultat du test ou de I’examen a été déclare négatif. Elle s’exprime par le

rapport suivant :

nombre de DG négatifs exacts vrais négatifs C
VPN = g * 100 = g *100 = =+ 100

nombre total de DG négatifs vrais négatifs+faux négatifs

e- L’exactitude totale ou précision :

Elle est définie comme étant la probabilité que les diagnostics posés par la méthode

utilisee se révelent exacts. Elle s’exprime par le rapport suivant :

Pr = nombre de DG positifs exacts + nombre de DG négatifs exacts " A+C

100

nombre total de DG positifs + nombre total de DG négatifs T A+B+C+D

* 100

1.6- Analyse statistique
Les calculs statistiques et les représentations graphiques ont été opérés par le logiciel
Microsoft Excel 2007. Les résultats obtenus ont été analysés et comparés en utilisant le

logiciel SAS (Statistical Analysis System) a des pourcentages au risque de 0,05 %.

24 : .
Partie expérimentale



Chapitre 11 : Résultats

1. Résultats

I1- 1. Les paramétres de validation technique

Les courbes de régression des différentes séries de dosage par la technique d’ELISA sont
paralléles a la courbe standard éditée dans le kit. Les coefficients de corrélation varient de

0,985 a 0,998. Une résultante de I’ensemble des courbes standards a été tracée (Figure 8).

PAG calculée
2,50 y =0,9942x + 0,0076
R?=0,9977
2,00
1,50
¢ PAG calculée
1,00
Linéaire (PAG calculée)
0,50
0,00 , , .
1,5 2 2,5
-0,50

Figure n® 8: courbe de régression résultante des concentrations standards en fonctions de

leurs absorbances moyennes correspondantes.

1,5

15
B PAG standard

W PAG calculée

05 1V 0,4
O .
—-. .

-0,5

/

Figure n°® 9: comparaison des concentrations standards données (en bleu) avec leurs

concentrations correspondantes calculées (en rouge).
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La reproductibilite de la méthode est estimee par le calcul des coefficients de variation

intra- et inter-assays dont leurs valeurs respectives sont représentées dans le tableau n® 4.

Tableau n° 4: valeurs des coefficients de variations intra et inter-assay.

Numéro du Variation intra-assay Variation inter-assay
prélevement
PAG (ng/ml) CV (%) PAG (ng/ml) CV (%)
01 2,21 £ 0,06 2,71 % 2,33+£0,14 6,01 %
02 1,67 £ 0,04 2,4 % 0,94 +0,12 12,8 %

Les taux de récupération de PAG dans I’échantillon résultant de mélange de deux

sérums différents sont résumés dans le tableau n°5.

Tableau n°5: les taux de récupération de PAG par le kit ELISA-PAG.

Sérums (ng/ml) 1,70 1,03  Valeur prévue Valeur observée  Récupération
100 100 1,365 1,36 99,6%
Volumes additionnés 100 200 1,25 1,21 96,8%
(ul)
100 300 1,20 1,14 95%
100 400 1,16 1,10 94,8%

En ce qui concerne la spécificité, nous avons testé différentes molécules a savoir :
PMSG, GnRH, Progestérone, Testostérone, Ocytocine et Dinoprost. Aucune réaction croisée
n’a été enregistrée dans toutes les dilutions utilisées (Tableau 6), excepté I’échantillon du

male bovin (0,64 ng/ml).
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Tableau n°6 : les concentrations en PAG obtenues pour le test de spécificité a I’égard

des différentes dilutions des molécules utilisées.

Molécules Dilutions PAG (ng/ml)

PMSG 1 0
1/100 00

1/1000 0,04
1/10000 00
GnRH 1 00
1/100 00
1/1000 00
1/10000 00

Progestérone 1 0,04
1/100 00

1/1000 0,13
1/10000 00
Testostérone 1 00
1/100 00
1/1000 00
1/10000 00
Ocytocine 1 00

1/100 0,05

1/1000 0,09
1/10000 00

PGF,, 1 0,01
1/100 00
1/1000 00

1/10000 0,10
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Quant au test de parallélisme, les résultats des dilutions sérielles des deux échantillons

utilisés (N° 1 et N° 2) sont représentés dans les figures 10 et 11 :

PAG (ng/ml) y=-1,124x + 5,943
RZ= 0,969

6,00

5,00 *

4,00 \

3,00 \ & PAG (nz/ml)

2,00 \ —Linéaire (PAG (ng/ml))
1,00 \‘\\’

0,00 ' ' ! Dilutions

1 /2 1/4 1/8 1/16 sérielles

Figure n° 10 : représentation des concentrations en PAG correspondantes aux dilutions

sérielles de I’échantillon N° 1 utilisé dans le test de parallélisme.

PAG {ng/ml) y= -:g.ffsnxgag.xlnl
6,00 '
5,00 . 4

4,00
3,00 \.\

2,00 4

1,00 \?

0,00

# PAGI(ng/ml)

——Linéaire (PAG (ng/ml))

L1214 s Diluions

Figure n°® 11 : représentation des concentrations en PAG correspondantes aux dilutions

sérielles de I’échantillon N° 2 utilisé dans le test de parallélisme.
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Par ailleurs, les résultats du test de conservation des échantillons a des températures
différentes (-20° C, 37° C et a la température ambiante) n’ont pas révélé de différences
significatives (P>0.05). Excepté I’échantillon N° 3, conservé a -20° C et qui affichait une
concentration de PAG inferieure (1,38 ng/ml) aux concentrations de ce méme échantillon

conserve difféeremment a 37° C ou a la tempeérature ambiante (figure 12).

| PAG(ngml)

o L
|

1 2 3 4 5 N® d'schantillon

Figure n° 12: représentation des valeurs de PAG de cing échantillons conservés chacun a des

températures différentes (-20° C, 37° C et a la température ambiante qui avoisine 24° C).

11.2. paramétres de validation diagnostique

Les résultats des concentrations en PAG des 120 prélévements constituant le groupe 1
(n =52) et le groupe 2 (n = 68) ont été analyses et triés selon le seuil de positivité adapté (0,8
ng/ml) et les résultats obtenus par les méthodes de diagnostic de gestation utilisées comme
référence (la palpation transrectale et I’échographie). En effet, on a obtenu 68 cas de vrais

positifs, 15 cas de faux positifs, 37 cas de vrais négatifs et aucun cas de faux néegatifs.

Tableau n° 7: répartition des 120 prélévements en 04 groupes (vrais positifs: A, faux

positifs: B, vrais négatifs: C et les faux négatifs: D).

vrai positif faux positif vrai négatif faux négatif
A B C D
68 15 37 00
TOTAL 120

29 : .
Partie expérimentale



Chapitre 11 : Résultats

L’objectif principal de cette étude est d’évaluer la qualité de ce kit ELISA-PAG pour
le diagnostic de gestation chez les bovins. Ce dogme ne peut étre verifié qu’en mesurant la
sensibilite, la spécificité, I’exactitude positive, I’exactitude négative ainsi que I’exactitude
globale de cette technique. Ces différents parameétres sont déduits a partir des taux et la nature
(vrais ou faux) des cas positifs et négatifs obtenus par rapport aux méthodes standards
utilisees. Dans cette etude, on a obtenu 100 % de sensibilité, 71,2 % de spécificité, 81,9 %

d’exactitude positive, 100 % d’exactitude négative et 87,5 % d’exactitude globale.

Tableau n° 8 : Valeurs des paramétres de validation diagnostique du kit PAG— ELISA.

Sensibilité VPP Spécificité VPN Précision

Résultats 100 % 81,9 % 71,2 % 100 % 87,5 %

11.3. Les concentrations de PAG obtenues des différents groupes

Selon le mode d’emploi du kit PAG— ELISA, les concentrations de PAG inferieures a
0,6 ng/ml signifient que les femelles ne sont pas gestantes. Les concentrations de PAG
supérieures ou égales a 0,8 ng/ml signifient que les femelles sont gestantes. Tandis que les
valeurs de PAG comprises entre 0,6 et 0,8 ng/ml donnent lieu a des résultats douteux. Dans
notre étude, les valeurs de PAG comprises entre 0,6 et 0,8 ng/ml correspondaient a des
échantillons issus de femelles qui sont avérées non gestante par échographie ou par palpation
transrectale. Par conséquent, la concentration de 0,8 ng/ml a été justifiée et adaptée comme
seuil de positivité (Cut-off) pour distinguer entre les femelles gestantes et non gestantes.

En analysant les concentrations de PAG du groupe 1 (n=52), nous avons enregistré 37 cas
de vrais négatifs (71,2%) et 15 cas de faux positifs (28,8%) avec des concentrations moyennes
de PAG de 0,53 + 0,18 ng/ml et de 1,37 + 0,45 ng/ml, respectivement. La concentration
moyenne en PAG des femelles non gestantes (groupe 1), tous types confondus, est de 0,77 +
0,48 ng/ml. En ce qui concerne le groupe 2 (n=68), nous avons obtenus 100% de cas vrais
positifs. La concentration moyenne de PAG de femelles gestantes était de 3,5 = 1,17 ng/ml.

L’évolution des concentrations de PAG mesurées sur une période allant de 25 a 50 jours
post-1A du groupe 2 est représentée dans le tableau suivant :
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Tableau n° 9: classement des sérums de groupe 2 selon la période de prélevement.

Période (jours)

Nombre d’échantillons

Concentration moyenne PAG (+ DS ng/ml)

[25 - 29] 14 (20,6 %) ® 2,57 +0,29 2
[30 - 35] 17 (25 %) 3,65+0,26"°
[36 - 40] 23 (33,8 %) ® 3,7+0,23"
[41 - 50] 14 (20,6 %) ® 3,98 +0,29°

Les differentes lettres indiquent une différence significative au seuil de P< 0,05.

Nous avons constaté que

les concentrations sériques de PAG augmentent

progressivement durant la période d’étude. Pendant la premiére période (25-29 post-1A), la

concentration de PAG s’éleve d’une maniére significative (2,57 = 1,28 ng/ml) pour atteindre

une valeur de 3,65 = 0,93 ng/ml durant la période allant de 30 a 35 jours post-1A (P< 0,05).

Ensuite, cette concentration augmente progressivement (non significative P> 0,05) de
nouveau durant les périodes de 36-40 j et 41-50 j (3,7 £ 0,95 ng/ml et 3,98 + 1,25 ng/ml,

respectivement).

Par ailleurs, une femelle (N° 36) a été prélevée six fois dans le but de suivre la

cinétique de la PAG avant et aprés I’insémination artificielle (Figure 13).

3,00

PAG (ng/ml)

2,50

2,00

1,50

=¢=PAG

1,00
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-42

-37 26
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32 35 jour anté ou
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Figure n°13: représentation des concentrations de PAG mesurées chez la vache N° 36.
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11-4. Comparaison des concentrations en PAG des génisses par rapport aux vaches

Les femelles bovines gestantes ont été réparties selon leur parité, soit 20,6 % de
génisse et 79,4 % de vaches. Les concentrations moyennes de PAG de ces femelles sont
représentees dans le tableau 10. En général, la concentration moyenne de PAG des génisses

était significativement supeérieure a celles des vaches (p < 0,05).

Tableau n° 10 : concentrations en PAG des femelles du groupe 2 (n=68) en fonction de leur
parité (génisses, vaches) et le jour moyen de prélevement.

jour de prélévement Concentration de PAG (ng/ml)
(moyenne £ DS) (moyenne £ DS)
Génisses (n=14) 32,93 +1,55% 4,1 +0,30°
Vaches (n=54) 35,5+0,79° 3,36 + 0,16°

Les différentes lettres indiquent une différence significative au seuil de P< 0,05.
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1. Discussion

Le diagnostic de gestation constitue une étape obligée pour une meilleure maitrise de
la reproduction du cheptel bovin afin de réduire les périodes improductives et par conséquent,
améliorer le rendement des élevages. Cette pratique essentielle est la clef pour pouvoir
pronostiquer sur la qualité des paramétres et des performances de reproduction. Ceci justifie
pleinement le recours aux différentes méthodes possibles de diagnostic de gestation chez la
vache. C’est dans cette optique que nous avons envisagé de valider un nouveau kit ELISA

pour le dosage de glycoprotéine associée a la gestation chez I’espéce bovine.

Les résultats obtenus concernant la reproductibilité, CV intra- et inter-assay, étaient
trés satisfaisant (2,4-2,71 % et 6,01-12,8 %, respectivement). Ces valeurs se rapprochent de
celles rapportées par Green et collaborateurs (2005) en utilisant la technique immuno-
enzymatique (ELISA) et qui varient respectivement de 3,70 % a 8,36 % et 5,69 % a 25,58 %
pour I’intra et inter-assay. Et méme, elles sont plus meilleures que celles obtenues par
Friedrich et Holtz (2010) en utilisant la méme technique et qui dépassent 13 % pour I’intra-
assay et 16 % pour I’inter-assay. Concernant la spécificité, aucune réaction croisée n’a été
observée a I’égard des différentes molécules testées. Ce constat confirme les résultats obtenus
dans d’autres études de moins pour la Progestérone (Friedrich et Holtz, 2010) et la PMSG
(Ayad et al., 2007a ; Barbato et al., 2009). D’autre part, une panoplie de molécules ont été
déja testées dans d’autres études a savoir : LH, FSH, eCG et AFP (Zoli et al., 1992b) et hCG
(Ayad et al., 2007a). De méme, des préparations d’hydrate de carbone ont été employées pour
examiner la spécificit¢ des RIA-PAG en I’occurrence : N-acetyle-D-galactosamine, N-
acetyle-D-glucosamine, acide N-acetylneuraminique, monohydrate D(+)-lactose, D(+)-
glucose, Méthyligue-un-D-mannopyranoside, mannitol et D(+)-galactose (Ayad et al.,
2007a). Concernant le test de récuperation, les taux varient de 94,8 % a 99,6 %. Ces résultats
se rapprochent ou méme meilleurs que ceux rapportés par Zoli et son équipe (1992b) (96% a
117%) ou ceux obtenus par Ayad et al. (2007a) (78,58 % a 108,12 %). Quant au parallélisme,
les courbes des dilutions sérielles des sérums de femelles gestantes étaient paralléles dont le
Coefficient de corrélation R?= 0,97 et 0,98. Nous pouvons conclure que les tests réalisés dans

la présente étude étaient tres satisfaisants.

Conjointement, les résultats du test de conservation ont révélé que la PAG sérique est
stable a des températures comprises entre -20° C et 37° C. Excepté un échantillon conservé a
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-20°C qui a enregistré une valeur de PAG de 1,38 ng/ml, estimée la moitié de celle mesurée a
37°C et a la température ambiante. Cela pourrait étre d0 a des erreurs de manipulation. Par
conséquence, a défaut de moyens de réfrigération, nous pouvons suggérer de transporter les
échantillons de sérums a des températures ambiantes qui ne dépassent pas 37° C sans risque
d’altérer leur concentration en PAG. Cependant, ce test a été effectué pendant 18 heures
seulement et sur un nombre d’échantillon tres réduit. En perspective, il serait tres judicieux de
réaliser le test de conservation sur une période plus longue et sur un échantillonnage plus

large pour vérifier ces résultats.

L’intérét majeur de toute méthode de diagnostic de gestation réside dans la
différentiation précoce des femelles gestantes et de non gestantes (la sensibilité et la
specificité). Par ailleurs, il s’avere indispensable que son degré d’exactitude positive (VPP)
soit maximal pour éviter I’allongement de la période improductive des femelles (faux
positifs). De méme, son degré d’exactitude négative (VPN) soit aussi maximal pour éviter une
intervention thérapeutique malencontreuse de la gestation ou une reforme non souhaitée (faux
négatifs). Dans notre étude, les résultats de diagnostic de gestation obtenus par le kit
« ELISA-PAG » ont été évalués en comparaison avec les résultats ultérieurs d’échographie
(35-40 post-1A) et de palpation transrectale (> 60 j post-1A). Cette évaluation est soldée par
un taux de 28,8 % (15/52) de faux positifs et un taux nul de faux négatifs. D’aprés nos
résultats, il parait clair que si le risque de faire avorter des femelles gestantes ou de les
reformer par erreur est nul, I’éventualité de I’allongement de I’intervalle vélage-vélage des
vaches est d’autant plus marquant que le taux de faux positifs est important. Ce taux est dix
fois plus conséquent que celui rapporté par Piechotta et collaborateurs (2010) qui est de 2,9 %
de faux positifs en utilisant un kit ELISA-PSPB (BioPRYN®). Ce méme auteur (Piechotta et
al., 2010) rapporte un taux de 8,8 % de faux positifs en utilisant un autre kit ELISA-PAG. Par
ailleurs, Green et son équipe (2009) ont rapporté un taux similaire de 8,1 %. D’autres auteurs
ont rapporté des résultats semblables allant de 5,8 % jusqu’a 10,4 % (Howard et al., 2007;
Silva et al., 2007). En revanche, le nombre de cas de faux négatifs était nul. Un résultat
identique a eté obtenu par Howard et al. (2007). D’autres auteurs ont avancé des résultats
moins éleveés allant de 0,2 % de faux negatifs (Green et al., 2009), et parfois allant de 1,9 % a
4,6 % (Silva et al., 2007; Piechotta et al., 2010 ).

La sensibilité mesure la capacité de la méthode a diagnostiquer correctement les
femelles gestantes, et la spécificité mesure la capacité de la méthode a diagnostiquer
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correctement les femelles non gestantes. Dans notre travail, les résultats obtenus permet de
dire que le kit ELISA-PAG utilisé est plus apte a détecter les femelles gestantes (sensibilité :
100 %) que non gestantes (spécificité : 71,2 %).

La sensibilité de la méthode est trés satisfaisante et par ailleurs comparable a celles
d’autres études réalisées par la technique ELISA allant de 97,8 % a 100 % (Howard et al.,
2007; Green et al., 2009; Piechotta et al., 2010) et méme meilleure que celle rapportée par
d’autres auteurs allant de 93,9 % a 95,4 % (Gabor et al., 2004; Silva et al., 2007; Romano et
Larson, 2010). De méme, elle est comparable a celles rapportées dans d’autres études
utilisant la technique radio-immunologique (RIA-PAG) allant de 98,9 % a 100 % (Zoli et al.,
1992a; Skinner et al., 1996; Ayad et al., 2007a) et méme meilleure que celle rapportée par
d’autres auteurs: 94,3 % et 95,1 % (Szenci et al., 1998; Garmo et al., 2008).

Quant a la spécificité, bien qu’elle n’est pas tres loin de celle enregistrée par Zoli et
son équipe (1992a) et Howard et collaborateurs (2007) (87,5 % et 87,8 %, respectivement) et
méme similaire a celle rapportée par Szenci et al. (1998) (71,3 %) et relativement meilleure
que celle éditée par Gabor et collaborateurs (2004) (Sp : 68,6 %), ce résultat est néanmoins
beaucoup plus inferieur que ceux obtenus dans d’autres études allant de 91,9 % a 100 %
(Ayad et al., 2007a; Silva et al., 2007; Garmo et al., 2008; Green et al., 2009; Piechotta et al.,
2010; Romano et Larson, 2010).

En ce qui concerne I’exactitude des diagnostics positifs, malgré que la valeur obtenue
était comprise dans la fourchette enregistrée par Ayad et collaborateurs (2007a) (75,5 % a
100 %) en utilisant différents systemes RIA-PAG, elle est néanmoins beaucoup moins
meilleure que celle rapportée par plusieurs auteurs (Zoli et al., 1992a; Skinner et al., 1996;
Green et al., 2009; Piechotta et al., 2010; Romano et Larson, 2010). Toutefois, cette valeur
prédictive positive ressortie dans notre étude se rapproche de celles rapportées par Howard et
collaborateurs (2007) et Silva et al. (2007) (89,6 %, 90,7 %, respectivement) et méme
meilleure que celle rapportée par Szenci et collaborateurs (1998) (73,8 %). Par contre,
I’exactitude des diagnostics négatifs était parfaite (100%), comparable ainsi a celles
rapportées par les études précédentes (Skinner et al., 1996; Ayad et al., 2007a; Howard et al.,
2007; Green et al., 2009).

Dans la présente étude, 120 sérums issus de femelles bovines gestantes (25-50 post-
IA) et non gestantes ont été utilisés pour calculer I’exactitude totale (précision) du kit ELISA-
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PAG, le résultat obtenu de la technique immunologique était de 87,5 %. Cette exactitude est
similaire a celle rapportée dans une étude utilisant une méthode qualitative ELISA-PAG
(87,7%) sur des prélévement collectés a partir de 35 jours post-1A (Green et al., 2009). Mais
elle est beaucoup plus faible (95,9 %-97,6 %) que celle avancée par ce méme auteur (Green et
collaborateurs, 2009) entre 25 a 34 jours post-insémination et par d’autres allant de 96,4 % a
100 % (Skinner et al., 1996 ; Howard et al., 2007 ; Silva et al., 2007 ; Piechotta et al., 2010 ;
Romano et Larson, 2010).

En ce qui concerne les concentrations en PAG des femelles gestantes (groupe 2), elles
varient de 0,98 ng/ml a 6,21 ng/ml avec une moyenne de 3,5 + 1,17 ng/ml. Nous constatons
que la concentration de PAG ne cesse d’augmenter. En effet, elle passe de 2,57 + 1,28 ng/ml &
3,65 + 0,93 ng/ml d’une période de prélevement & une autre (25-29 et 30-35 j post-IA,
respectivement) marquant un bond de 42 %. Puis elle augmente légérement a 3,7 £ 0,95 ng/ml
durant la période 36-40 jours post-1A. En fin, elle augmente davantage pour atteindre un taux
de 3,98 = 1,25 ng/ml entre 41 a 50 jours post-insémination. Cette augmentation de 42 % entre
les deux premiéres périodes pourrait étre expliquée par les premiéres migrations en masse des
cellules binucléées qui s’operent dés le début de I’implantation, déversant ainsi leurs contenus
vacuolaires, riche en molécules placentaires, en particulier les PAGs dans la circulation
maternelle. Chez la vache, le processus de I’implantation débute dés le 19° jour post-
fecondation (King et al., 1982), chose confirmée indirectement par les nouvelles études
portant sur la détection des PAGs sériques. En effet selon Perenyi et collaborateurs (2002a),
les concentrations de PAG sont détectables au plus tot a partir des 19° — 22° jours aprés
conception permettant ainsi la tolérance maternelle de la greffe embryonnaire (Roberts et al.,
1996). Le phénomeéne de I’implantation s’achéve au environ de 27° au 30° jour post-
fécondation (King et al., 1982). Par ailleurs, au-dela de 35 jours, I’évolution faible des
concentrations en PAG pourrait étre expliquée par le temps nécessaire pour I’apparition des
nouvelles générations de cellules binucléées. En somme, La cinétique des concentrations de
PAG sérique obtenue dans la présente étude était forte proche de celle rapportée dans la
littérature (Zoli et al., 1992b; Szenci et al., 2000).

Les concentrations moyennes de PAG des génisses et des vaches correspondent
respectivement a 4,1 = 0,30 ng/ml au environ de 33 jour post-l1A et 3,36 = 0,16 ng/ml au
environ de 36 jour post-IA. On constate que la concentration moyenne de PAG chez les
génisses est supérieure a celle des vaches malgré que le jour moyen de prélevement soit plus

tardif chez ces dernieres et certainement, elles ont besoins plus de temps encore pour atteindre

e —————————————
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la concentration de PAG des nullipares. Les résultats obtenus dans cette étude sont avérés en
concordance avec les conclusions tirées par Zoli et collaborateurs (1992b) dont il confirme
que les concentrations sériques de PAG sont plus élevées chez les génisses que chez les
vaches Holstein. Quoique, dans la présente étude les femelles bovines prélevées appartiennent
a des races différentes alors que la littérature confirme que le facteur race influence
sensiblement la cinétique de sécrétion de la PAG. D’ailleurs, Zoli et son équipe (1992b) ont
rapporté que les concentrations moyennes de PAG pendant la période périnatale sont plus
élevées chez les vaches Hereford que chez les génisses et les vaches Holstein. Ce résultat
inversé ne pourrait étre expliqué que par la masse placentaire probablement plus importante
chez la race Hereford que chez la race Holstein. Par ailleurs, des résultats opposés a ceux
obtenus dans notre étude ont été rapportés par Ayad et al (2009) dont il confirme que les
concentrations moyennes de PAG des génisses Holstein sont nettement inferieures a celles

des primipares et des multipares Holstein.
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Conclusion

L’objectif de cette étude était la validation d’une technique immuno-enzymologique
pour le dosage de protéine associées a la gestation. L’approbation de cette technique ELISA-
PAG, congue pour le diagnostic de gestation chez la vache, passe inéluctablement par la
vérification des parametres de dosage (la reproductibilité, la spécificité, la récupération et le
paraléllisme), ainsi que la détermination des parametres de diagnostic de cette méthode
(la sensibilite, la spécificité, les VPP, les VPN et I’exactitude totale). En outre, un autre test a
été envisage pour Vérifier la sensibilit¢ de cette protéine (PAG) aux températures de

conservation. A cet effet:

- Le CV intra- et inter-assay varie de 2,4 a 2,71 % et de 6,01 a 12,8 %, respectivement.

- Aucune réaction croisée n’a été enregistrée dans toutes les dilutions des molécules
utilisées a savoir : PMSG, GnRH, Progestérone, Testostérone, Ocytocine et Dinoprost.

- La concentration en PAG chez le méle était de 0,64 ng/ml.

- Le taux de récupération varie de 94,8 a 99,6 %.

- Les courbes des dilutions sérielles étaient paralléles dont le Coefficient de détermination
R’= 0,97 et 0,98.

- La PAG sérique est stable a des températures comprises entre -20° C et 37° C.

- Lasensibilité et la spécificité étaient respectivement 100 % et 71,2 %.

- Les VPP et les VPN étaient respectivement 81,9 % et 100 %.

- L’exactitude totale de la cette technique était de 87,5 %.

- Les concentrations de PAG chez les femelles gestantes varient de 0,98 ng/ml a 6,21
ng/ml (3,5 £ 1,17 ng/ml).

- La concentration moyenne de PAG chez les femelles non gestantes était de 0,77 + 0,48
ng/ml.

- La concentration moyenne en PAG des génisses est supérieure a celle des vaches.

Nous pouvons conclure que les tests réalisés sur les parametres de dosage dans la présente
étude étaient trés satisfaisants. Par ailleurs, cette technique offre une sensibilité et des VPN
trés élevées (100 %). Ce qui nous permet de dire que toutes les femelles réellement gestantes
ne peuvent étres diagnostiquées que positives par cette technique (ELISA-PAG). De ce fait, le
risque de réforme ou de I’avortement par erreur d’une femelle pleine est quasiment écarté. En

outre, cette technique apparait trés précoce car elle arrive a diagnostiquer les femelle gestantes
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méme a 25 jours post-insémination. En revanche, hormis la précision qui est assez
satisfaisante, les VPP et la spécificité sont relativement peu concluantes. En effet, si les
résultats de ce kit peuvent étres considérées comme indiscutables lors de négativite, il offre
néanmoins 28,8 % de faux positifs. Mais tout de méme, il parait clair que les diagnostics faux

positifs coltent beaucoup moins chers que les diagnostics faux négatifs.

En perspective, davantage que le diagnostic précoce de gestation et étant donné sa
sensibilité fort élevée, cette technique (ELISA-PAG) offre la possibilité de quantifier d’une
maniere plus précise I’incidence et la chronologie de la mortalité embryonnaire chez les
bovins lors de dosage répété de la PAG, mieux encore s’il est épaulé par des dosages de
progestérone. De méme, il serait trés intéressant d’investiguer sur I’utilisation de cette
technique sur d’autres especes (ovins et caprins). Par ailleurs, compte tenu de sa spécificite
peu elevée, I’objectif primordial dans I’avenir est de penser a tester d’autres molécules qui
peuvent avoir une réaction croisée avec I’anticoprs de capture utilisé et de ce fait, de
comprendre, au moins en partie, I’énigme des résultats faux positifs. Mieux encore, c’est
d’envisager I’amélioration de la purification des extraits placentaires utilisés pour la synthese

de I’antisérum pour éliminer davantage les protéines contaminantes.
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Résumé

L’objectif de cette étude était la validation d’une technique immuno-enzymologique
(ELISA) et le dosage de PAG pour le diagnostic précoce de la gestation chez la vache. Au
total 120 prélévements ont été effectués a partir des veines coccygiennes des bovins de races
différentes. 52 échantillons constituent le groupe des femelles non gestantes, et 68
échantillons issus de femelles (25-50 J post-1A) confirmées gestantes par échographie ou
palpation transrectale. Les concentrations sériques de PAG ont eté déterminées par la
technique ELISA sandwich directe (EIA PAG (E.G.7), CER Groupe). Les coefficients de
variations (CV) intra- et inter-assay obtenus étaient respectivement 2,4-2,71 %, et 6,01-12,8%.
Les dilutions sérielles étaient paralléles (R?=0,98). Les résultats du test de récupération étaient
tres satisfaisant (94,8-99,6 %). Quant a la spécificité, aucune réaction croisée n’a été
enregistrée a I’égard des molécules testées. Les concentrations moyennes de PAG des
femelles gestantes et non gestantes étaient respectivement 3,5 £ 1,17 ng/ml et 0,77 + 0,48
ng/ml. les résultats de sensibilité et valeurs prédictives négatives (VPN) de la technique
immuno-enzymologique étaient de 100%. Par contre, la spécificité, les valeurs prédictives
positives (VPP) ont enregistrées respectivement des valeurs 71,2 % et 81,9 %. Le pourcentage
d’exactitude obtenu était satisfaisant (87,5%). A terme de cette expérimentation, nos résultats
montrent clairement que le dosage de PAG serique par la technique immuno-enzymologique
pourrait étre utilisé dans le diagnostic précoce de gestation chez la vache.

Mots clefs : Diagnostic, gestation, vache, PAG, ELISA.

Summary

The aim of this study was to validate a pregnancy-associated glycoprotein enzymo-
immunoassay method for early pregnancy diagnosis in cows. Blood samples were collected in
the coccygeal vein in females non-pregnant (n=52) and pregnant (n=68) between 25 to 50
days post-1A, diagnosed pregnant by ultrasonography or rectal palpation). Concentrations of
PAG were assessed by spectrophotometer using direct ELISA sandwich (EIA PAG (E.G.7),
CER Groupe). The intra- and intra-assay CV obtained were 2.4-2.71 % and 6.01-12.8 %,
respectively. The results of accuracy (94.8-99.6%) and parallelism (R°=0.98) were very
satisfactory. Concerning the specificity, no cross-reaction was observed with different
molecules tested. The PAG-ELISA method gave 100% sensitivity and negative predictive
value (NPV). The Specificity and positive predictive value (PPV) were 71.2% and 81.9%,
respectively. The mean PAG concentration in females non-pregnant was very lower (0.77 £
0.48 ng/ml). For samples from pregnant females, the mean PAG concentration was higher
(3.5 = 1.17 ng/ml) than the threshold 0.8 ng/ml. The rate of accuracy obtained was
satisfactory (87.5%). In conclusion, these results show clearly that PAG enzyme-
immunoassay technique can be used to measure PAG in serum bovine for early pregnancy
diagnosis in cows.

Key words: diagnosis, pregnancy, cow, PAG, ELISA.
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