
J 

1 

l 

• . 

• 

DIBUOTI:lliQUE 
l cmAD-Er.r vT 
' 10, :·u~ P. C\1 rie 
9~-7N M/..i2Ci,S -..::.ü'C:lff Cec!ex 

ETUDE DE LA CONTAMINATION DES EMBRYONS DE BREBIS 

COVIS ARIES) PAR BRUCELLA OVIS ET DES EMBRYONS DE 

CHEVRES (CAPRA HIRCUS) PAR M4COPLASMA MYCOIDES SS 

MYCOIDES (MMM.L.C.) 

RENE QUIRIN 

MAISONS-ALFORT, LE 7 NOVEMBRE 1990 



INTRODUCTION 

2. MATERIELS ET METHODES .................................................. . 

2.1. Essai ovin 

2.1.1. Superovulation et Collecte des embryons 

2.1.1.1. Matériel animal 

2.1.1.2. Traitement de superovulation et de synchronisation 

2.1.1.3. Méthode de collecte des embryons 

2.1.1.4. Traitement des embryons 

2.1.2. Réalisation et dénombrement des cultures bactériennes 

2.1.2.1. Cultures de 8.ovis 

2.1.2.2. Dénombrement des cultures 

2.1.3. Comportement de B.ovis dans le PBS + 20% SVF 

2.1.4. Etude de l'adhésion in vitro de B.ovis sur la 

zone pellucide de l'embryon de brebis. 

2.1.4.1. Contamination simple 

2.1.4.2. Traitement aux antibiotiques et a la trypsine 

2.2. Essai caprin 

2.2.1. Collecte des embryons 

2.2.1.1. Matériel animal 

2.2. 1.2. Traitements de synchronisation et de superovula­

tion. 

2.2.1.3. Méthode de collecte des embryons 

2.2.1.4. Recherche et traitement des embryons 



2.2.2. Dénombrement en milieu liquide 

2.2.3. Etude de la survie de Mmm.LC dans le PBS additionné de 

20% de sérum de veau foetal PBS + 20% SVF. 

2.2.3.1. Evaluation de la survie de Mmm.LC dans le 

PBS + 20% SVF. 

2.2.3.2. Etude de la survie de Mmm. LC en fonction du 

temps, de la température et de la présence 

d'antibiotique. 

2.2.4. Contamination des embryons. 

2.2.4.1. Préparation des solutions mères de mycoplasmes 

2.2.4.2. Epreuve de contamination in vitro des embryons 

congelés. 

2.2.4.3. Epreuve de contamination in vitro des embryons 

frais. 

3. RESULTATS 

3. 1. Essai ovin 

3.1.1. Collecte des embryons 

3 . 1. 2. Cinétique de c roissance des cultures de B. ovis dans 

le PBS + 20% SVF 

3. 1. 3. Résultats des épreuves de contamination des embryons 

par B. ovis. 

3. 2. Essai caprin 

3. 2. 1. Collecte des embryons 

3.2.2. Dénombrement en milieu liquide 

3 .2. 3. Résultats de survie de Mmm LC dans le PBS + 20% SVF 



1 
! 

1 
1 

3.2.3.1. Survie et mise en évidence de la bactérie 

3.2.3.2. Etude de la survie de MM LC. 

3.2.4. Résultats de contamination des embryons 

4. DISCUSSION 

3.2.4.1. Dénombrement des solutions meres de mycoplasmes 

3.2.4.2. Résultats de contamination in vitro des 

embryons congelés. 

3.2.4.3. Résultats de contamination in vitro des 

embryons frais. 

4.1. Essai ovin 

4.2. Essai caprin 



REMERCIEMENTS 

Je t iens à remercier toutes les personnes qui m'ont aidé au cours de 

l'exécution de ce travail et dont je garde le meilleur souvenir. 

Je remercie tout particulièrement les personnes qui ont permis sa 

réalisation et qui m'ont guidé tout au long de ce travail. 

Mo nsieur le Dr Michel THIBIER, Directeur du Laboratoire de Contrôle 

des Reproducteurs, 13, rue Jouët, B.P. 65, 94703 MAISONS-ALFORT, pour 

m'avoir accepté dans son laboratoire. 

Monsieur le Docteur P.C. LEFEVRE , Chef du Département de Pathologie 

Infectieuse, IEMVT, 10, rue Pierr~ Curie, 94704 MAISONS-ALFORT. 

Monsieur le Docteur B.GUERIN, Chef du Laboratoire ACSEDIATE, 13, rue 

Jouët, B.P. 65 , 94703 MAISONS-ALFORT. 

Monsieur le Docteur M.NIBART, Chef du service de Transplantation 

Embryonnaire de l'UNCEIA, 149, rue de Bercy, 75012 PARIS , Cédex 



I.INTR0DUCTI0N 

L'adhérence de Brucella ovis (B.ovis) sur la zone pellucide 

de l'embryon de brebis a été récemment rapportée par Wolfe et al., 1988 

(1) (2), ce lle d'Ureaplasma sur la zone pellucide de l'embryon de chèvre 

l' a été par Anton et al . , 1987 et 1989 (3). et Runke et al. sur embryons 

de bovins.(5) 

D'autres travaux effectués sur Brucella abortus et sur "Campy lo­

bacter fetus, Mallek et al., 1984 (4) ne mentionnent pas cette adhésion 

sur l'embryon bovin, observée par ailleurs pour le virus BHV1 (5). 

Les buts de ces manipulations sont d'étudier d'une part l'adhésion de 

B.ovis sur la zone pellucide de l'embryon de brebis et d'autre part, celle 

de Mycoplasma mycoïdes subsp- mycoïdes larges colonies (Mmm.LC) sur 

l'embryon de chèvre. Ces deux bactéries sont particulièrement pathogènes 

pour chaque espèce affectée respectivement.B.ovis est l'agent de l'épidi­

dymite contagieuse du bélier mais des cas d'avortements ont été rapportés 

chez la brebis (6) (7). Mmm .LC est d'une part responsable avec 

M. Capricolum et Mycoplasma agalactiae du syndrome d'agalaxie conta­

gieuse chez la chèvre (8) et d'autre part impliquée dans la pathologie 

respiratoire (10). 

Le transfert embryonnaire, qui facilite considérablement les échanges 

de genes et qui se développe chez les petits ruminants entrainerait si ces 

effets d'adhésion sont vérifiés, un risque sanitaire qui a été par ailleurs 

soigneusement étudié et pour lequel des mesures réglementaires ont été 

prises chez les bovins (10). 

Cependant, la législation actuelle présente un vide en ce qui concerne 

les petits ruminants. Ainsi, les études concernant les pouvoirs infectieux 

potentiels doivent-elles être entreprises afin de vérifier le risque de 

transmission de certaines maladies liées au transfert d'embryons et de 

déterminer des méthodes de prophylaxie efficaces. 

Par delà l'aspect purement microbiologique, nous abordons à travers ce 

travail, des problèmes sanitaires qui apparaissent lors d'échanges internationaux. 

Il est important de mesurer précisément l'importance de ce risque aussi 

bien pour se prémunir de l'importation de germes pathogènes que pour éviter 

d'exporter les germes pathogènes indigènes. 

Le transfert embryonnaire qui est pour de nombreux agents pathogènes 
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une technique de choix sur le plan sanitaire tout au moins chez les bovins, 

mérite d'être considéré espèce par espece, en fonctions des particularités 

de ses embryons qui ne se comportent pas de manière identique vis à vis des 

agents infectieux (10,12). 

1. MATER1ELS ET METHODES 

---- --1 .:+.--E.ssai Ovin 

·- - - -i-.--1-.- 1. Collecte des embryons 

____ _.i._.;__1 _.:::1 ;_ 1. Matériel animal 

Lés brebis collectées sont des animaux tout venant sur lesquels 

sont pratiquées des collectes dan~ des buts variés (bissection d'embryons, 

récolte d'embryons pour contaminations .... ). Aussi, les embryons sont 

trai-t..éS-21L _fur et à mesure de leur disponibilité et partagés entre les 

différents groupes de travaux. Cette raison explique qu'il est impossible 

de donrre~ ·le nombre exact de brebis collectées et de donner des résultats 

individuels. 

Les ·races utilisées vont de 1' INRA 401 a la race Hampshire sans 

oublier les croisés. 

Tous les animaux utilisés sont au moins des primipares et ne sont 

pas réformés pour des raisons liées à une pathologie de la reproduction. 

Les animaux doivent se trouver dans un état sanitaire correct; 

·- ils ont tous été préalablement soumis aux tests sérologiques pour Brucella 

abortuR (Séroagglutination et fixation du complément) et pour Brucella 

avis (Fixation du complément) et sont tous négatifs. 

L'intervalle de temps minimal entre mise-bas et collecte doit 

être de 60 jours. Des béliers sont utilisés pour les saillies 

Chaque bélier est mis au maximum avec 5 à 6 brebis, surtout pendant 



les mois de Mai et Juin où l'induction des chaleurs des brebis ne peut être 

obtenue que par voie hormonale. 

Les béliers sont contrôlés sérologiquement de la meme manière que 

les brebis vis à vis de B. abortus et B.ovis. 

1.1.1.2. Traitements~ superovulation ~~synchronisation 

Des éponges d'acétate de fluorogestone (FGA) (Intervet) dosées a 

30 mg sont mises en place pour une durée de 12 jours. 

Une dose totale de FSH-P (Shering) de ln mg est administrée 

en 4 injections successives espacées de 12 heures et en doses décroissantes 

6,5,3 et 2 mg. La première injection est réalisée le 11ème jour suivant 

l'application de l'éponge vaginale. 

Les chaleurs apparaissent généralement 24 à 36 heures apres le 

retrait de l'éponge et les saillies sont pratiquées en main si c'est 

possible et au minimum a deux reprises espacées de 6 a 12 heures. 

Lorsque la monte en main o'est pas possible, il est préférable de 

laisser les béliers avec les brebis dès le retrait de l'éponge. 

Le protocole des traitements de synchronisation et de super­

ovulation est détaillé dans le Tableau 

1. 1. 1.3. Méthode~ collecte des embryons 

La méthode de collecte des embryons retenue est chirurgicale. 

Une injection de sulfate d'Atropine (0,25 mg/10 kg) est effectuée 

20 minutes avant l'anesthésie. Cette dernière est réalisée par une 

injection intraveineuse de ROMPUN (BAYER) (0, 1 ml/10 kg) et l'anesthésie 

est renouvelée~ la demande au cours de l'opération. 

La brebis est placée en décubitus dorsal sur une table légèrement 

inclinée avec la tête vers le bas. 

Toutes les précautions d'asepsie sont prises et une incision 

d'environ 12 cm est réalisée en région prépubienne sur la ligne blanche 

en contrôlant soigneusement tous les saignements. 

L'utérus est extériorisé délicatement et humidifié régulièrement 

avec du Serum physiologie contenant de la Calciparine (0,3 ml pour 

250 ml de serum. Il est maintenu entre les doigts à l'aide de compresses 



TABLEAU 1 Traitements de superovulation et de synchronisation 

* 

Date Heure 

DO 8h 

D10 8h 

20h 

D 11 8h 

20h 

D12 8h 

20h 

D13= JO 8h (chaleurs) 

14h 

20h 

J1 8h 

J4 8h 

J5 8h 

J6 

Traitement 

chèvre 

Pose d'éponge 

FSH: 4mg 

FSH: 4mg 

FSH: 3mg + Prostagl. 

FSH: 3mg 

FSH: 1.5mg + retrait 

de l'éponge 

FSH: 1.5mg 

FSH: 1 .Omg 

J. A. 

FSH: 1mg 

I.A. 

diète hydrique 

diète totale 

collecte d'embryons 

Brebis 

Pose d'éponge 

FSH 6 mg 

FSH 5 mg 

FSH 3 mg 

retrait eponge 

FSH 2 mg 

chaleurs 

saillie en main 

ou naturelle 

*· la dose de prostaglandine injectée est de 200 ug/animal 

D: jours avant les chaleurs 

J: jours apres les chaleurs; JO étant le début des chaleurs 

r 4 
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mouillées de serum phys iologique pour éviter les traumatismes du feuillet 

séreux, sources d 'adhérences. 

Une sonde de Foley n°6 est introduite, après avoir ponctionné 

l'utérus à hauteur du ligament intercornual, et le ballonnet assurant 

l'étanchéité est gonflé (6 à 8 ml d'air). 

Un catheter urinaire pour Chats est introduit à la jonction 

utéro-tubaire et sert~ l'injection du liquide de collecte, il est 

maintenu fermement entre le pouce et l'index pendant l' injection. 

!Jn volume de 30 ~ 35 ml de (PBS + 2g d'albumine) chauffé 

préalablement A 37°C est injecté A l'aide d'une seringue stérile. Ce 

liquide entraîne les embryons (en principe au stade morula ou jeune 

blastocyte) qui sont récoltés dans un flacon A la sortie de la sonde de 

Foley (celle-ci a été préalablement rinçée avec du PBS). 

L'évaluation de l'efficacité de la collecte se fait en rapportant 

le nombre d 'embryons co llectés dans la corne utérine au nombre de corps 

jaunes comptés sur l'ovaire ipsilatéral. 

Dès la fin des collectes des deux cornes, un point sereux est 

fait a l'endroit de la jonction de l'utérus et ce dernier est réintroduit 

dans la cavité abdominale. Une suture du plan aponévrotique et du péritoine q 

l'aide de points en X précède la suture de la peau (points en U séparés). 

Un pansement est appliqué sur la plaie afin d'éviter les 

souillures et une couverture antibiotique de 5 jours est assurée 

(pénicilline, streptomycine 1M, lg formes retard (SHOTAPEN N.D. 10 ml). 

1.1. 1.4. Traitement des embryons. 

Le liquide de collecte contenant les embryons est versé dans une 

boîte de pétri à fond quadrillé et les embryons sont alors recherchés A la 

loupe binoculaire (x 10 ~ 40). 

Ils sont évalués aussitôt selon des cr i tères morphologiques ( 11) 

et tous ceux dont la membrane pellucide n'est pas intacte sont rejetés. 

Puis, ils sont soumis q 10 lavages sanitaires, chacun d'eux 

ayant un rapport de dilution de 1/300. Enfin, ils sont montés en paillettes 

dans du PBS + 20% de sérum de veau foetal (SVF) en attendant leur utilisation 

si celle - ci a lieu quelques heures plus tard. Si leur utilisation est 

prevue pour le lendemain, ils sont réfrigérés dans de l a g l ace fondante et 

conservés à cette température jusqu'à leur contamination. 
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Réalisation et àénombrement des cultures bactériennes 

~ - 1 - = - 1. Culture de Brucella avis . 

~2s :ultures de Brucella avis ( B.ovis) sont réalisées 

s ~r ~:::..2u ~~l ectif sans inhibiteur (A nnexe 1) ~ base de GC Medium 

~éloses sont coulées en boites de Pétri et conservees 3 4°C. 

=u bcultures sont repiquées tous les 7 jours ( clônage et 

~es :olonies de B.ovis apparaissent apres 3 jours d'incubation 

- - · 2 - "5%/C02) et sont nettement visibles après 4 jours. Cependant, 

__ :2~DS3~e r:e se fera qu'après 10 jours de culture. 

: . 1 . 2 . 2. Dénombrement des cultures 

~ sén ombrement est réalisé en effectuant une galerie de diluti ons 

~ - I ~ ·1- 19ans du milieu de dénombrement et en ensemencant 4 boites 

6 

par 

•- _ --- - n. ~ comptage est f ait sur les boites renfermant entre 30 et 300 

Comoortement de 8 . ovis dans le ? BS + 20% SVf 

s urvie de B.ovis dans le PBS + 20% SVf est étudiée pendant 

-~ :urée de 24 heures à trois concentrations différentes (Solution mere (SM ) 

~ :'.. ::-2n;; 2n ·•1iron 1 o9 UfC/ml ( Uni tés formant colonies), SMx 1 o-.3 et SM x 1 o-6 ) . 

~ ' ef:et de la température et de la présence d'antibiotique a 

~es an tibiotiques utilisés sont ceux contenus de manière usuelle 

~~set aux mêmes concentrations (105 U de pénicilline et 50 ~g de 

s:r e ~cc~yc:'..::e par litre de solut ion de PBS + 20% SVf ou de PBS + 2% 

~euf g roupes sont réalisés (Tableau 2) : chacune des 3 dilu­

:i::ns réaiisées dans le PSS + 20% SVf ( SM ; SM x 1 o- 3et SM x 10-9 à 

é:udier suivant les trois variables retenues. 

- ~~s + 20% svF a 37°c + 5%. co~ 
'-

- ~~s + 20% SVf + antibiotique a 37°C + 5% C02 

- ?~3 + 20% SVf + antibiotique a 4°C + 5% C02 



TABLEAU 2 Constitution des groupes pour la cinétique de persistance 
de 11 8.ovis" dans le (PBS + 20% SVF). 

antibiotique absence présence présence 

Temps 
(heures) 

T 0 
T 0,5 
T 1 
T 4 
î 8 
î 18 
T 24 

température (°C) 

UFC/ml 

31°c 37°c 

SM 10-3 1 o-3 SM 10-310-6 SM 10-3 10-6 

7 



Acres un dénombrement initial. ( TO) de ux boites de péc ri ::;ar 

:~bes sont faites aux te rnes 

~tant donné en heures). 
'f3 ' - '. 8' 

;:i 
, .) 

2 . 1 .4. Etude de l'adhésion in vitro de 3.ovis sur la zone pellucide 

de l'embryon de brebis. 

-= . ; . 4. 1. Co ntamination simole 

~e protocole de contamination suivi s'inspire de celui utilisé 

oar '.folfe et al., ( 1 l. 

~es embryons sont mis successivement dans une solution de 

~ss + SVr 20% + antibiotique pendant une durée de 2 ~ 4 heures puis sont mis dans 

la mème solution sans antibiotiques pendant une durée pouvant aller 

jusqu'à 18 heures si les embryons sont réfrigérés. 

Ce n'est qu'à partir de la sortie de ce second bain qu'ils 

sont soumis à l'épreuve contaminante. 

Ce lle-ci se fait par mise en contact des embryons avec une 

solution de PBS + 20% SVF avec ou sans antibiotiques et contenant 

un e ::;oncern:.ration variable de B. ovis allant de 1 cf il. 1 rJ lJFC/ml. 

~a d urée du contact des embryons avec les bactéries var: de 4 

~ 2u heures (37°C). 

l'issue de cette épreuve contaminante, les embryons sont 

soumis q 10 lavages, chacun d'eux avec un rapport de dilution de 1/300. 

Dè s la fin des lavages, le liquide de lavage est mis en 

culture sur milieu sélectif pour B.ovis et les boites de pétri son t mises~ 

l'~tuve ( 31°c + 5 il. 10% COz)pendant une durée de 10 jours apres lesq uels 

sont effectués les comptages (deux boites sont faites par lavage). 

~es embryons récoltés après le 10è lavage sont broyés dans des 

~otcers ~ fond dépoli et le contenu du patter est mis en culture dans du 

milieu Brain Heart auquel on a ajouté du serum de veau foetal 

(exigence pour la croissance des Brucella). 

( 5%) 

~e patter est ensuite rincé et le liquide de rinçage est mis a 

son tour en culture sur une gélose sélective pour B.ovis. 

~es démarches suivies sont regroupées dans le "Tableau 3". 

2. 7.4.2. Traitement à la Gentamycine et il. la Trypsine 

Pour certains groupes d'embry cn s, une tentative de contamination 
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TABLEAU 3: Traitements appliqués aux différents groupes d'emb r yons 

Traitemen ts 

10 lavages 
après récoite 
( 1 / 300) 
PBS + 2% SVF' 

+ AB 

Bain PBS + 20% 
SVF' + AB 
(37°C 5% Co ) 

Bain PBS + 20% 
SVF' sans AB 

durée éoreuve 
contaminante 

+ AB 
SM (Titre) 

sans AB 

groupe 
d'embryons 

( nb) 

So l de contami -
nation 
lot ( nb embryons) 
et titre 
(UF'C/mil 

Autre traitement 

10 lavages/lot 
+ Bouill on Brain 
Heart 

1 
( 8) 

+ 

2 heures 

18 heures 
37°C 5% COz 

1J heures 

1, 0 1 10 9 

UF'C /m l 

SM 

+ 

2 
( 6) 

+ 

2 heures 

18 heures 
37°C 5% C02 

4 heures 

1, 71J 10 11 

UF'C/ml 

SM 

+ 

3 
(31) 

+ 

4 heures 

12 he ures 
31°c 5% Cz 

2 heures 

9,2 10ï 
UF'C/ml 

4 
(26 ovocytes) 

+ 

4 heures 

12 heures 
4°c 

4 he ures 

4, 1 o7 

UF'C/ml 

3 
lot 1 9 , 2 . 10 

lot 1: SM 
lot 2 9, 2 . 1 o2 

lot 9, 2 . 10 1 lot 2 : s~ 

lot 4 9,2 . 

lot 5 0, 92 

let 3 : SM 
T pas de contam. 

lot 1: 
trypsine 0,25% 

1' 

lot 2: ge nta 
30 ' 

lot 3 

+ + 

5 
( 67) 

+ 

4 heures 

18 heu res 
4°c 

18 he ures 

2,54 10 9 

UF'C/ml 

lo t SM 

let 2 SM 

let 3 SM 

lot 4 2 ,54 

lot 1 genta 
(5 ug/ml) 

9 

10 5 

30' 

lot 2 trypsine 0 . 25", 
lot 3 SM 
lot 4 SM 10-4 

+ 



pour l'étude de l'adhésion sur la zone pellucide a été réalisée, de la meme 

manière mais suivie d'un bain de 30' contenant de la gentamycine (5 ug/ml) 

D'autres lots ont subi l'épreuve de contamination classique suivie 

d'un bain de minute dans du PBS + 20% SVF contenant de la trypsine a 

0,25% selon le protocole utilisé par Singh et al., (12) 

Les traitements effectués sont exposés dans le Tableau 3. 

2 . 2 . Essai caprin 

2 .2.1. Superovulation et collecte des embryons 

2 .2.1 .1. Matériel animal 

Neuf chèvres sont utilisées au cours de la première manipulation 

et dix au cours de la seconde. La première collecte est réalisée sur 5 

chèvres de race Alpine et 4 de race Saanen. La seconde collecte est 

effectuée sur les mêmes animaux et sur une chèvre supplémentaire de 

race Saanen. 

Toutes les chèvres ont eu au moins .une portée, elles se trouvent dans 

un bon état d'entretien et ne souffrent d'aucun problème pathologique. 

L'intervalle de temps minimal entre mise-bas et collecte est de 60 

jours . 

Des examens sanitaires préalables ont permis de vérifier l'absence de 

réaction à la tuberculination ainsi qu ' aux tests sérologiques de brucellose 

(B.abortus, li:._ avis), de mycoplasmose (Mmm.LC, M. agalactiae, 

M. capricolum) et du CAEV. 

2.2. 1.2. Traitements de synchronisation!:.!:_ de superovulation 

Des eponges vaginales d'Acétate de Fluorogestone (FGA) (Intervet) 

dosées à 45 mg sont mises en place pour une durée de 12 jours. 

Le protocole de superovulation est décrit dans le Tableau 1. 

Il consiste en 8 injections successives de doses décroissantes de FSH-P 

(Shering), espacées de 12 heures et totalisant 19 mg d'hormone. 

Une injection d'un analogue PGF ( 200 ug/animal), le cloprosténol 

(Uniandine ou Estrumate), est pratiquée 24 heures avant le retrait de 

l'éponge. 

10 



~-' ::.:-1sémination artificielle ( I . .-l. . : 2st utEisée au cours des deux 

~ores~= retrait de l'éponge ) avec à chaque inséminati on 2 do ses. 

_2s caillette s de sperme con~elé utilisées proviennent de boucs 

~~demnes ~e Mmm.LC (absence de réaction sérologique). 

~~ oremière co llecte est réalisée~ contre saison (~ai) et la seconde 

2st réalisé e en début de saison sexuelle (~i -août ) . 

~a mise a la diète hydrique est faite 48 he ures avant le début de la 

:cllec:e avec une diète totale de 24 heures . 

2 . 2 .1.3. Méthode de collecte des embryons 

~es embryons sont collectés pa r voie chirurgicale a Jô ( 6 jours 

aores les c haleurs . 

~•induction de l'anesthésie est réalisée, apres une injection 

oré2lable de Sulfate d'Atropine (1mg/40kg), à l'aide de Thiopental Sodique 

'. Ne sdo~al ND ) (B mg/kg). Puis aprè~ intubation trachéale, le relai est pris 

par une anesthésie gazeuse à base d'Halothane (Fluothane ND) . 

Une fois prises toutes les mesures d'asepsie nécessaires, la chèvre, 

en déc~bitus dorsal, est incisée sur la ligne blanche en région pré-pubienne 

sur une longueur de 12 cm environ. Les saignements du tissu cutané et sous ­

cutané sont soigneusement contrôlés car ils sont source de formations f ibreuses 

lo~saue l e sang entre dans la cavité abdominale. L 'utérus est extériorisé 

21:, ;ionct.ionné au niveau du ligament intercornual. Une sonde de Foley n°fi est 

introduite et go nflée afin d 'assurer l' é tanchéité et une meilleure collecte 

du licuide injecté . Au niveau de la jonction utéro-tubaire, une sonde urinaire 

~our c~a ts est introduite et sert à l'injection du liquide de collecte . 

~ •injection d'un vo lume de 30 ml de PBS préalablement chauffé a 

une t.e~oérature de 37°C permet une récolte satisfaisante des embryons. Cette 

récolte est évaluée par rapport au nombre de corps jaunes comptés sur 

l ' ovaire correspondant au côté où se fait la collecte. 

Après la collecte, le chirurg ien assure la suture de la sereuse 

de l'utérus à l'endroit de la ponction avec la sonde de Foley. Puis, une 

suture de la paroi abdominale à l'aide de points en X précède la suture 

cutanée qui achève l'opération. Une couverture antibiotique de 5 jours 

(Shotaoen ) est assurée pour prévenir tout problème post-opératoire. 



J ~echerche ec traitement tes embrvons 

' . , 
'' 

:1 s :a récolte du liquide ae c cllecce, les embryons sont recherchés 

.: ~ussic6: :riés, selon des critères morohologiques, en trois groupes 

=~ns . :~générés et non fécondés. L'opération se fait sous une loupe 

:inocu:aire (grossissement x 10 ~ x l.!O) dans des boites de pétri a 

: ~is ,les embryons sont soumis aux 10 lavages sanitaires avant 

~•~cre ric arcis en paillettes. 

~n:in, selon le cas, ils sont soit congelés dans l'azote 

licuide. soit réfrigérés dans de la glace fondante en attendant leur 

~=ilisacicn ou contaminés aussit6t. 

: . 2 .2. Dénombrement en milieu liquide 
- 1 ' 

Jne galerie de dilutions croissantes allant de 10 ~ 
' ,, 

- ! . 
:J ~se réalisée a partir d'une culture de 48 heures en milieu T 10 

·' .:..nnexe 2 ) . Ces tubes sont mis dans l'étuve~ 37°C et la lecture des 

résulta.es s'erfectue par simple observation de l'apparition d'un trouble~ 

::arcir 2 1.l heures . 

~e c ritère retenu est le titre donné par la dernière dilution 

eu une c roissance bactérienne est observée. 

~a ~éc~ode de dénombrement des mycoplasmes utilisée ici 

~se c elle t écrite en milieu liquide (Taylor 1965, table en Annexe 3). 

~~~-~ méthode consiste~ réaliser des dilutions successives ec 

:es sous - dilutions dans du milieu glucosé (voir Annexe 3) dans la zone 

li~ite c e orésence de bactéries. Un calcul de probabilité, synthétisé par 

- b-_a ta 1e 

:able 

t e Taylor permet d'estimer le titre de la solution initiale. 

-aylor donne le titre de la solution en fonction du nombre de 

cu bes a yant :ait virer le rouge de phénol par hydrolyse du glucose . 

La 

~-~ - J- Stude de la survie de S Mmm.LC dans le P3S additionné de 20% 

:e sérum de veau foetal PBS + 20% SVF. 

2 . 2 .3. 1. Evaluation de la survie de Mmm.LC dans le PBS + 20% 

S1/r . 

Un e culture de mycoplasmes de 24 heures réalisée dans du milieu 

Tl □ est olacée dans du PBS + 20% SVF et soumise aux dilutions suivantes : 

7 

t 

' = 2 X 1 0 - ( 1/50) 8 = 4 x 1 □- 3 ( 1/250) -3 -) 
C = 8 X 10 (1/1250) D = 16 X 10 ( 1/615 0 



Aor~s 2b heures d'incubation~ 37 °C. goutte de chacun des 

: ~:es A.3,C,J, est ensemencée sur des boites de cétri c ontenant de la 

~ilcse :ryptose à 10% de serum de cheval. 

~es boites de pétri sont mises à l'étude à 37°C, les colonies 

~= □ araissent à partir de 24 heures et la lecture définitive se fait le 

~.2.3.2 . Etude de la survie de Mmrn. LC dans : ( ?BS + 20% 

~~~' en fonction du ternes , de la ternoérature et de la presence d'antibio-

: ::..c:.ies. 

• en ~onction du ternes: par 4 dilutions successives au 1/10e 

:ans du (? BS + 20% SVF) d'une culture initiale de Mrnrn.LC e n milieu 

: ,ode titre estimé à 109 UFC/rnl, il est possible d'obtenir une culture 

:::e ~ycoplasrnes (de titre à définir) sans avoir à tenir compte de la présence 

~
0 l a fraction négligeable de milieu T10 restante (0.01%). 

Quinze ml de cette solution mere sont réoartis en trois tubes contenant 

respectivement 8; 3-5 et 3.5 ml. 

J n titrage initial : temps "O" ( T o) est réalisé selon la méthode 

:::e dénombrement déjà décrite, puis des titrages sont faits à T2; T4; Ts; 

-:' 12; ::_:4; les indices représentent les heures ( voir " Tableau 4 ) ; 

ce tableau comporte également les sous-dilutions faites pour le tube placé 

~e :ube servant à réaliser cette cinétique (8 ml ) e st 

entreposé à 37°C pendant la durée de la manipulation 

* en fonction de la température: le second tube (3,5 ml ) est placé 

d~s ro au réfrigérateur à 4°C pour 48 heures. 

* en fo nction de la presence d'antibiotique : le troisième tube va 

servir q é 11aluer la sensibilité de la bactérie à la streptomycine. Une solution 

d'une concentration de 50 ug/ml de streptomycine (dose utilisée classique-

ment da ns les liquides de collecte) est réalisée et après 24 heures à 37°C, un 

titrage par lecture de la dernière dilution positive donnera la quantité de 

de bactéries restantes. 



-~3~~AU u : Gal eries de sous dilutions utilisées pour le titrage lors 

de la cinétique de croissance de Mmm.LC. 

_ ~ ~~s~~il~~tgn Ternes - 1 - 2 - 3 - 5 -7 - 8 - 9 -10 
-----·- ---- --

0 * * * 

2 * * * 

4 * * * 

8 * * * 

12 * * * 

24 * * * 

l.!8 (.'la C) * * * 

*· ~il~tions pour lesquelles ont ~tf effectuées des sous - galeries de 

:es: ~e l'hydrolyse en glucose. 
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: ; Ll Co ntamination des embryons 

I . 2 . 4 . 1. Préoaration des sol utions ~eres de mvco ~l asmes 

~es d ilutions de mycoplasmes sont préparées~ l'avance dans du PBS + 20% 

~V f e t co nservées à 4°C . Le titrage est réalisé s ur la ~remiè re dilution utilisée. 

~es trois co ncentrations retenues cour l' ex périence sont 

·: ~C/ ml ( Unités formant co lonie ) . 

~ . 2 . 4 .2. Epreuve de contamination in vitro des e mbryons congelés 

~es embryons qui ont été conservés dans de l ' azote liquid e sont 

décongelés a près passage dans un bain àe saccharose 0,25 M. Ils sont ensuite 

exami nés ~ la loupe binoculaire et classés en trois lots distincts (vo ir 

2 . 2 . 1.Ll . ) . Tous ceux dont la membrane pellucide n'est plus intacte sont 

s uppr2.mes. 

Sa ns c haque lot, les embryons sont separes en quatre groupes 

se l on ~e Tableau 3. Trois de ces quatre groupes (A, 3,C) sont mis en contact 

avec les t rois solutions de PBS + 20% SVF contaminées aux trois titres 

retenus pe ndant une durée de 12 heures . A l'issue de ces 12 heu res de contact, 

les embryons sont soumis lot par lot à 10 lavages successifs avec un rapport 

ie dilution àe 1/300. 

Un e recherche de mycoolasmes est effectuée s ur to us les liquides 

j e lavage par mise en culture dans du milieu T10. 

~es embryons sont également mis en cu lture dans des tu bes de milieu 

T 10 ou une rec herche de mycoplasmes est effectuée. 

~es embryons témoins serviront~ vérifier l'absence de mycoplasmes 

dans le tractus génital de la chèvre au moment de la co ll ecte . 

2 . 2 .u.3 _ Epreuve de contamination in vitro de s embryons frais . 

Les embryons de la seconde collecte sont soumis aux 10 lavages 

rég lementaires, le jour de la collecte puis réfrigéré s à Ll°C jusou ' à leur 

~t ilisati on . Le traitement qu'ils su bissen t est ensuite rigoureusement 

identique à c elui des embryons congelés à partir de la répartition en 12 

grouoes (Tab leau 3) . 



Répartition en lots des embryons selon leurs caractè res 

mo r phologiques et le titre àe la solution co nt aminante . 

~- lot à'embryons congelés nombre à 'embryons utilisés 

1 . 

Concentration 

bons embryons 

em bryo ns dég . 

Il non fée. 

A: 10
8 

3 

8 

6 

B: 10
6 

4 

9 

6 

::; : :1..ot d ' e:.: :·yons : ra i s : no mbre à ' embr yons utilisés 

Concentration : A B 

:: ta L-: 

! : no n fécondé s 18 16 

2 : dégénérés 5 5 
. bons 14 7 

C 

C: 10 -4 

4 

9 
'7 
1 

17 

c; ., 

!J 

T 

4 

11 

7 

'T' 

1 I! 

c; ., 

~ 

16 
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TABLEAU 6 Cinétique dE, persistance de B.ovis dans le PBS + 20% 
SBF en fonction de la concentration, la température et 
la présence d'antibiotique. 

antibiotique sans avec avec 

temps ( o C) 37 37 4 

UFC/ml SM SM 10-3 SM 10-6 SM SM 10-3sM 1 o- 6 SM SM 1 o- 3 SM 10- 6 
Temps 
(heures) 

boite +++ +++ 374 +++ ++ 19 +++ ++ 13 
TO 2 +++ +++ 350 +++ ++ 24 +++ +++ 5 

TO 0,5 1 +++ +++ 341 +++ ++ 15 +++ ++ 8 
2 +++ +++ 215 +++ ++ 7 +++ ++ 6 

T1 1 +++ +++ 370 +++ ++ ( I) 3 +++ ++ 3 
2 +++ +++ 365 +++ ++ ( I) 4 +++ ++ 10 

T4 1 +++ +++ pas de +++ ++ (I) 4 +++ ++ 6 
2 +++ +++ résultat +++ ++ (I) +++ ++ 11 

T8 1 +++ +++ 341 +++ ++ ( I) 1 +++ ++ 1 

2 +++ +++ 385 +++ ++ ( I) 0 +++ ++ 7 

T18 1 +++ +++ 395 +++ 21 0 +++ ++ 0 
2 +++ +++ 387 +++ 20 0 +++ ++ 0 

T24 1 +++ +++ 412 +++ 1 1 0 +++ ++ 0 
2 +++ +++ 390 +++ 21 0 +++ ++ 0 

(SM) = 3,6 109 uFC/ml 

+++ nappe de 8.ovis 
++ incomptable (500 à 1000 colonies) 

( I) inhibition de croissance sur une partie de la boite 
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3. RESULTATS 

3.1. Essai ovin 

3.1.1. Collecte des embryons 

La dernière collecte, pour laquelle tous les embryons ont été consacres 

à notre étude, a donné un nombre moyen d'embryons collectés par brebis 

(sur race Hampshire) de 7,8 avec 3,5 embryons viables par brebis, 2,9 

dégénérés et 1,4 non fécondés. Le taux de collecte a été de 81% 

3.1.2. Cinétique de croissance des cultures de B.ovis dans 

le (PBS + 20% SVF). 

La cinétique de croissanc~ en fonction de la température, la 

présence ou l'absence d'antibiotique et en fonction du titre initial est 

exposee dans le Tableau 6. 

La solution mère a pour titre 3,62 10 9 UFC/ml: 

3.1.3. Résultats des epreuves de contamination des embryons 

par B.ovis. 

Les résultats sont exposes dans le Tableau 7: Ils synthétisent 

toutes les données obtenues aussi bien par epreuve de contamination simple 

qu'après les bains aux antibiotiques et à la trypsine. 

Les résultats confirment l'adhésion de B.ovis à la zone 

pellucide des embryons ovins surtout dans les concentrations importantes. 

Il semble que le bain antibiotique de 30 minutes ne soit pas 

suffisant pour détruire toutes les bactéries et que le bain de trypsine 

soit également inefficace. 

Tous les résultats positifs ont été confirmés par un état 

frais, un Gram ainsi qu'un test à la catalaose et un test à l'oxydase. 

3.2. Essai caprin 

3.2.1. Collecte des embryons 

Les embryons récoltés lors de la première collecte ont tous 

été congelés dans l'azote liquide en milieu PBS + 1,5 M d'éthylène-glycol. 

18 



TABLEAU 7 R6su ltats des épreuves de cont am in a ti c n ,!es Ji rf6rents g r oupe s J ' cmbryons . 

groupe ( nb) 
milieu Je d'embryons 
co nt ami -
na tion 

Te mps contact 
de sol de co ntam . 

Titre (B. ovi s) 

mise en culture 
des liquid e s de 
lavage 

Ll 
L2 
L3 
L4 
L5 
L6 
L7 
LB 
L9 
L10 

broyage des 
d'embry ons sur 
boite de Pétri 

rinçage du 
broyat sur 
bouillon 
Brain Heart 

( 8) 

PBS + 20% SVF 
+ antibiot 

4h 

1, 01 109 
UFC/ml 

+++ 

+++ 

++ 

++ 

45 
20 
50 
7,5 
3 
++ 

22 
12 

2 ( 6 J 

PBS • 2G% ~VF 
sa ns ~ntibi o t 

11h 

1, 74 1 ol 1 
UFC/ml 

+++ 

+++ 

++ 

++ 

155 
85 
88 
70 
30 
105 

19 
2 1 

pas de culture ca r pas de serum 
da ns le bouillon 

+++ Culture en naµpc 
++ colonies isolées incompt a bles ( > 500 ) 

3 ( 3 1 l 

i' r::.3 + 20% SVF 
:.::i.Jns a nt i bi o t 

20h à 37° puis 
18h;, 4° C 

de 10 à la'IUCF /ml 
+ 1 témoin 

0 

0 

0 
0 

0 

4/26 ovocy tes 5 ( 67 ) 

\"'[JS + .è ll ':~ '.31/ F ?BS + 20% SVF 
s ans ant ibi oti que 

1: 
3 l ots 2 : 

3: 

80 
3 
0 

0 

0 

4h 

2,54 10 9 

témo in + genta 
genta 30' ~yci ne 30' 
tr yps ine l' 

0 
++ 

++ 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

++ 

++ 

++ 

++ 

85 
18,5 

3 
0,5 
1 
0,5 

25 

+ 

20 heures 

2,54 10 9 

+ trypsine 
1 

++ 

++ 

10 
1, 5 
1 
0 
0 
0 
0 ,5 
0 

17 

+ 

2,54 109 2,54 105 

SM SM 

+++ ++ 

+++ 11, 5 
++ 1, 5 
++ 0 

co ntaminé 0 
+t- 0 
14,5 0 
0 0 
0,5 0 
1 0 

13 0 

contaminé 

'° 
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1 
1 
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~•éch&ntillon de 2~evres collectées est 9ar 2-a race 

' ~ ~loines es~ Saan~n) es ~âr l'âge : le s Saanen ~ □ n s ~es orimioares 

alors eue les Alpines sont des multipares (p lus ce :ua;:,re mises bas). 

Les résultats. toutes chèvres confondues . i onnent une moyenne 

j e co rps jaunes de 15,9 par animal et une moyenne de (~llicules de 1,3 par 

anir.:al. 

La moyenne d'embryons récoltés est de î3 , 3 pa r chèvr e avec un 

nombre d'embryons viables de 7,9 et une moyenne confondue de dégénérés et 

de non fécondés de 5,4 par animal. 

Le Tableau 8 rassemblent les résultats obtenus lors de la première 

collecte en contre saison en fonction de la race (Saanen versus Alpine). 

Les résult&ts de la seconde collecte sont rassemblés dans le 

'!'ableau 9. 

3.2.2. Dénombrement en milieu liauide 

La galerie de dilutions effectuées en milieu T10 permet de lire 

~ 1 log près le titre de la culture initiale : le dernier tube présentant 

Un trouble est celui de la dilution 1 o--9 ( titre entre 109 et 9 x Hfi ) . 

Dans ce cas, les sous dilutions n'ont pas été réalisées pour 

le milieu T10 ; elles l'ont été pour les cultures dans le milieu PBS + 

20% SVF. 

3.2.3 . Résultats et survie de Mmm.LC dans le IPBS + 20% SVF) 

3 . 2 . 3 . 1. Surv ie et mise en évidence de la bactérie . 

Le protocole employé pour vérifier la poss ibilit é èe :cistance 

de Mmm.LC dans le ( PBS + 20% SBf) ne permet pas d'évaluer apres 2u heures 

20 

de c ulture, la presence ou non de bactéries (le PBS additionné de SVF étant 

trouble de nature) et c'est la raison qui engendre le recours à l'ensemencement 

sur un milieu solide. 

Les 4 boites réalisées à partir des 4 tubes présentent toutes, 

apres 24 heures d'incubation, de nombreuses colonies de mycoplasmes. 

La boite ensemencée~ la dilution 1~ 10-5présente un nombre 

de colonies incomptable (supérieur~ 1000 sur la boite). 

3.2.3.2. Etude de la survie de Mmm.LC 

- ,_ Ces "Fé~ultats de cette manipulation sont présentés dans les 
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Collecte des embryons (pre mi~re r~colte) 

form . ovariennes 

nb . CJ/nb foll. 

205 Saane n 2u 0 

618 Alpine 20 0 

~10 ,:_ ', Saanen 15 0 

217 Saanen 1 3 0 

621 Saanen 10 0 

515 Alpine 4 2 

'J0 7 Alpine 18 8 

619 Alpin e 23 2 

5 ~c; é. ~ Alpine 16 0 

Total: 143 12 

Moyenne: 15. 9 1.3 

e:nbryons 

v iables / dé g . / non fée/total 

2 0 14 16 

23 0 24 

, 
6 13 0 

3 5 9 

8 0 0 8 

2 0 3 

13 0 19 

~ G /J 1 1 ' 

7 0 10 17 

71 u 45 120 

7 . 9 5.4 13 . 3 

ï 1 
- 1 



~.-'-.ELi:: ,W '• : Résultats de superovulation, de collecte et de qualité 

des embryons en fonction de la race en contre-saison 

( Saanen et Aloine) . 

:ritères Race 

Saanen (4) Alpine (5) 

~ombre ~oyen de CJ : 15,5 15,2 

'. iombre ::ioyen de fo ll icules: 0 2,4 

'!ombre ::ioyen d'embryons : 11, 5 14,8 

~aux ~e collecte : 74% 91% 

' !b. :::oye:1 ci ' embryons viables: 4,75 10,4 

~aux ~e via bilité: 41% 70% 
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Tableaux 10 et 11. 

Le premier donne les dilutions ou poussent les mycoplasmes en 

fonction du temps, de la température (à 4°C après 48 heures ou réfrigérateur) 

et apres 24 heures en présence de streptomycine. 

Le second donne le résultat du dénombrement des sous-galeries 

avec le cal c ul du titre selon la table de Taylor (Annexe}). 

Une courbe du titre de la solution (logarithme décimal du titre) 

en f onct ion du temps (heure) peut être tracée et permet de constater une 

très légère augmentation de ce titre (voir Figure~). 

En effet, le titre passe de 11,0 x 104 à 170 104 apres 12 heures, 

ce qui ré présente en échelle logarithmique une croissance de 1 log. 

Ce pendant,le titre à tendance à diminuer après 24 heures par 

rapport a son maximum de 12 heures et il passe à 92,0 104ce qui représente 

5,96 en é c helle logarithmique. 

* en f onct i on de _g température: 

Lorsqu'on compare le titre initial et le titre de la solution 

apres 48 heures a 4°C, il apparait une décroissance de 0.14 en échelle 

logari t hmique. 

* en fonc ti on de la presence d'antibiotique 

Enfin, la galerie de dilutions réalisée sur la solution dans 

laquelle a été rajouté de la streptomycine donne une croissance jusqu'à 

10- 6ap r ès 24 heures de contact. 

Un dénombrement précis n'a pas été fait dans ce cas. 

3 .2.4. Résultats de contamination des embryons 

3 .2.4.1. Dénombrement des solutions meres de mycoplasmes 

Le dénombrement des cultures de mycoplasmes pour contaminer le 

lot d'embry ons frais donne selon la même technique (décrite en : 1.2.2.) 

un résultat de 1.7 x 108 UFC/ml. Les trois lots ont donc pour concentration 

respective: le lot A 17.108 le lot B: 1,7 HP et enfin le lot 

C : 1, 7 10 4 . UFC/ml. 

Le dénombrement de la culture destinée à c ontaminer les embryons 

congel és donne pour le lot A 2,3 107 , pour le lot B : 2,3 10 5 et enfin 

23 



-:2~0.s 

:~e~re 1 

Résultats de survie de Mmm . LC en fonction du temos, de 

la tempé r ature et de la présence d'antibiotique . 

Jilut ion 0 2 8 12 24 !.J8 ab 

:::'J lture * ** 

-1 + + + + + + + + 

- 2 + + + + + + + + 

-3 + + + + + + + + 

- 4 + + + + + + + + 

-5 + + + + + + + + 

- 6 + + + + + + + 

- 7 

- 8 + 

- 9 

- 10 

*. '"8 reorésente: solution me re mise en culture ll8h ~ 4°c 

** · =- b re~résente la solution mere mise en cu lture 2llh avec .3t rep1: omycine 

~ 1 2. pas été fait de sous - galerie . 



-" - ·~ 

"'? 

~~ 

78 
.-. .. ? 
- 1 ;,_ 

'T2!.l 

( 4° c) 

:'!.J 8 

Titre de la culture ~ar ~ecture èes sous - galeries selon 

la table de Taylor 

_ 1.J - 5 7 Titre 

( UFC/ml) 

Dilution utilisée (Nombre de tubes positifs 

~ourles sous - dilutions en hydrolyse du glucose) 

5 3 11 .ox1cr 

5 5 0 24 . 0x10 4 

5 5 0 24 . 0x10 
4 

5 5 0 23 x l0 4 

5 4 170 X 10 4 

5 5 3 92.0x10 4 

4 
5 3 0 7 .9x10 

25 



TABLEAU 12 Résultats qualitatifs de la présence de Mmm.LC 

dans les 10 liquides de lavage et sur les embryons 

conge lés. 

L A V A G E S 

26 

Lots 2 3 4 5 6 7 8 9 10 embryons (nb) Totaux/Groupe 

A1 

A2 

A3 

81 

82 

83 

C1 

C2 

C3 

+ + + + + + + 

+ + + + - + 

+ + + + + + + + 

+ + + -

+ + + -

+ + + + - + -

+ -

+ + + + -

+ + + + + 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

T 1 •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 

T2 .................. ... ..................... . .... . 

T3 ............................................... . 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Dans les lots : 1= bons embryons; 2= dégénérés; 3=non fécondés 

A= 2.3x107; B=2.3x1o5 ; C= 2.3x103 

+= croissance de Mmm-LC 

= pas de croissance 

( 3) 

( 8) 

( 6) 

( 4) 

( 9) 

( 6) 

( 4) 

( 9) 

( 7) 

( 4) 

'( 1 1 ) 

( 7) 

17 

) 

) 19 
) 
) 

20 

) 

) 22 
) 
) 



TABLEAU 13 Résultats qualitatifs de la présence de Mmm.LC 

dans les 10 lavages et sur les embryons frais. 

L A V A G E S 

27 

Lot 2 3 4 5 6 7 8 9 10 embryons (nb) Totaux/groupe 

A1 + + + + + + + + + + 

A2 + + + + + 

A3 + + + + + + + + + + 

81 + + + + + + + C 

82 + + + + + + + 

83 + + + 

C1 + + + + 

C2 + + + + + 

C3 + + + + 

T1 .............................................. 
T2 .............................................. 
T3 .............................................. 

Dans ces lots: 8 6 4 A= 1.7x10 , B= 1.7x10 , C= 1.7x10, 

non fécondés; 2: dégénérés; 3=bons 

+=croissance de Mmm.LC 

pas de croissance 

c contamination rendant la lecture illisible 

+ ( 1 8) ) 

( 5) 
) 

37 ) 
+ ( 14) ) 

+ ( 1 6) ) 

+ ( 5) 
) 

28 
) 

7) ) 

+ ( 17) ) 

( 5) 
) 

26 + ) 
( 4) ) 

( 14) ) 

C ( 5) 
) 

24 ) 
5) ) 
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pour le lot C 2 , 3 10 CFU / ml. 

3.2.4.2. Résultats de contamination in vitro des embryons congelés. 

Les embryons décongelés donnent après une contamination de 12 heures 

aux différentes concentrations rapportées dans 3241 les résultats exposés 

dans le Tableau : 10. 

Les lots sont symbolisés par la numération définie dans le 

Tableau 3 (a). ---

Les résultats sont exposés pour chaque lavage et pour les embryons 

mis dans du milieu T10 après la série des 10 lavages. Ils sont uniquement 

qualitatifs et ne donnent aucun renseignement sur les quantités de Mmm-LC 

retrouvées. 

La confirmation de l'identification de Mmm. LC a été réalisée sur 

les derniers lavages positifs ainsi que tous les lavages contaminés ou douteux 

à l'état frais par le passage sur boite de pétri. 

3.2.4.3. Résultats de contamination in vitro des embryons frais. 

Les résultats des lots d'embryons frais (numérotation définie 

par le Tableau 1 fil sont exposés dans le Tableau 13. 

4. DISCUSSION 

4.1. Essai ovin 

4.1.1. Collecte des embryons 

Les résultats obtenus en race Hampshire ne sont pas très bons 

par rapport à ceux auxquels on s'attendait pour une superovulation. Un 

taux relativement élevé d'embryons non fécondés (ovocytes) est obtenu. 

Deux explications peuvent éclaircir ces observations : la race Hampshire 

n'est pas une race très prolifique et dans ce cas, un facteur stress 



relativement important a pu intervenir car les animaux sur lesquels 

nous sommes intervenus n'ont pas l'habitude d'être manipulés. 

Des résultats ponctuels meilleurs ont été obtenus sur la race 

INRA 401 réputée par ailleurs pour sa prolificité. Ces résultats ne 

permettent pas une analyse comparée vu la taille trop réduite des 

échantillons. 

4.1.2. Croissance de B.ovis dans le (PBS + 20% SVF). --- -- - -- - -- ---
Nous notons une très légère augmentation du titre qui n'est 

pas représentative d'une croissance mais tout au moins de la persis­

tance des bactéries dans le milieu lorsque celles-ci sont stockées sans 

antibiotique à 37°C. 

En revanche, en présence d'antibiotiques, on a 4°C, nous notons 

une légère diminution de la concentration bactérienne. Pour des 

concentrations de 3,6 1o3 colonies au départ, nous observons une mort des 

bactéries après 18 heures de culture, que ce soit à 37°C ou à 4°C dans 

le PBS + 20% SVF + AB. 

La concentration minimale inhibitrice (CMI) de la streptomycine 

étant pourtant inférieure à la concentration présente dans le milieu (50 

ug/ml), on peut s'interroger sur les concentrations à rajouter ou sur le 

choix de l'antibiotique lorsque le titre en brucella dépasse 104 CFU/ml. 

Cette observation a suscité le choix de la gentamycine dans 

d'autres manipulations pour étudier la possibilité de se débarrasser de 

B.ovis de manière sûr après une collecte (CMI: <0,25 ug/ml). 

Dans le 5ème lot d'embryons, nous nous apercevons que la 

gentamycine , à la dose utilisée (5 ug/ml) n'est pas efficace et qu'on 

retrouve des colonies de B.ovis sur le broyat des embryons et dans le 

rinçage. 

De meme, l'action de la trypsine à 0,25% pendant une minute 

n'a pas eu d'effet satisfaisant sur la destruction des B.ovis. 

Dans ce cas, une action prolongée pourrait être étudiée mais 

elle devrait être suivie par l'étude de la survie de l'embryon. 

Deux problèmes sont apparus au cours de la manipulation, le lot 

3 qui a été contaminé 18 heures à 4°C avec des solutions contenant de 10 

à 104 B.ovis par ml ne présente aucun lavage positif. Il y a eu mort de 

toutes les bactéries. Ceci pourrait s'expliquer par la température mais 
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dans ce cas, le milieu ne contenait pas d'antibiotique (comme dans la 

cinétique , Tableau ). 

En fait, comme dans le lot 4 du 5ème groupe, on s'aperçoit que 

lorsque la contamination est faible (lot 5 : 2,54 105UFC/ml) ; (Groupes 

3: 104 UFC/ml) ou lorsque la phase de contamination est longue comme dans 

le lot 3, les bactéries meurent peu à peu dans le milieu et n'adhèrent 

plus de manière aussi forte à l'embryon. 

On peut alors s'interroger sur l'éventualité de la présence de 

B.ovis au moment de la collecte et à des doses aussi importantes 

(10 9 UFC/ml) dans les cornes utérines de la brebis. 

La brebis, contaminée avec une telle dose de B.ovis est elle 

toujours fertile? Dans l'éventualité d'une contamination lors de la monte, 

il est peu probable que le sperme du bélier contaminant soit fécondant 

et dans l'hypothèse d'une double monte, la première infectante et la 

seconde par un animal sain et fécondant, il reste à montrer que les 

spermatozoïdes sont capables de "transporter" les bactéries au niveau de 

l'oviducte sachant qu'elles ont été déposées au niveau du cervix et 

qu'elles sont immobiles. 

Une contamination par voie vaginale de la brebis le jour des 

chaleurs pourrait être réalisée afin de déterminer les concentrations de 

B.ovis retrouvées au niveau de l'oviducte 6 jours après. 

En conclusion, l'adhérence de.§..:._ avis sur la zone pellucide de 

l'embryon de brebis est confirmée mais les conditions de l'éventualité de 

la contamination restent à définir. Par ailleurs, il est important 

d'établir avec précision les mesures à prendre (si elles existent) sur des 

lots d'embyons inconnus ou suspects en matière de prophylaxie contre 

B.ovis. 

4.2.Essai caprin 

4.2.1. Collecte des embryons 

La collecte des embryons a été réalisée sur des chèvres de réforme 

destinées après l'expérimentation à l'abattage. Aussi, nous ne nous sommes 

pas préoccupés d'une éventuelle répétabilité des collectes et c'est ce qui a 

justifié le choix de la technique chirurgicale par rapport à l'endoscopie 

utilisée fréquemment pour les petits ruminants. 

,A 
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~as résultats montrent une différence raciale qui semble relativement 

~~cortante ~our certains critères tels que le taux de c ollecte, le nombre moyen 

~•embryons ~iables et le taux de viabilité . 

: ecendant, nous nous contenterons de rester descriptifs et de 

~e ~as analyser statistiquement ces données pour les raisons suivantes 

- l es échantillons sont très petits : 4 et 5 animaux respecti­

vement cour les Alpines et pour les Saanen. 

- les échantillons ne sont pas homogènes entre eux car les Alpines 

sont toutes des chèvres adultes et ont par ce fait un tractus génital très 

développé alors que l es Saanen sont des primipares avec un tractus génital peu 

èéveloppé qui nous a posé des problèmes de collecte ce qui expliaue le 

taux de collecte inférieur à celui observé chez les alpines. 

4.2 . 2. Survie de Mmm.LC dans le PBS + 20% SVF 

4.2.2. 1. La première expérimentation faite par dilutions 

successives et passage sur boite de pétri prouve la survie de Mmm.LC dans 

le P9S + 20% SVF .Ce résultat n'est pas étonnant, bien que le milieu soit 

éloigné du milieu classique de culture des mycoplames, le Tl □, car le sérum 

de veau foetal apporte les stéroides nécessaires à la croissance des mycoc _asmes. 

4.2 . 2.2. Ce résultat sommaire a permis d'envisager la cinétique dont 

les résultats figurent sur le Tableau 11 et sur la figure 1 . 

est possible de noter une augmentation du titre de l'ordre de 

logarithme après 12 heures de culture mais cette augmentation ne persiste pas 

et on o bserve une diminution par rapport~ ce maximum apres la 24ème heure. 

Globalement, les résultats obtenus nous permettent d'effectuer 

une contamination pendant une durée de 12 heures sans avoir~ diluer les 

solutions contaminantes au cours de celle-ci . 

Un autre argument vient étayer cette observation 

avant la contamination, les solutions mères sont conservées 48 heures a 

4°C. Au cours de cette conservation, on observe une légère diminution du 

titre (0, 14 en échelle logarithmique). Comme le dénombrement des solutions 

meres est réalisé avant la mise à 4°C, l'augmentation du titre de la solution 

placée à 37°C est compensee partiellement par la diminution préalable lors 

du passage à 4°C. Aussi, ne tiendrons nous pas compte de cette variation du 
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titre (inférieure a 1 log) d'autant plus que nous opérons a trois dilutions 

différentes. 

Enfin, nous constatons une survie de Mmm.LC en présence 

de streptomycine après 24 heures de contact et jusqu'à une dilution élevée. 

Ceci prouve d'une part la résistance de la souche de Mmm.LC 

utilisée à la streptomycine mais également la possibilité de survie de 

mycoplasmes dans le milieu de collecte où la concentration d'antibiotique 

utilisée est la meme que celle retenue dans l'expérimentation. 

4.2.3. Résultats de contamination des embryons 

Les deux lots d'embryons présentent des caractéristiques 

similaires vis à vis de leur contamination par Mmm.LC. · 

On retrouve pour chaque lot des embryons contaminés apres 10 lavages 

dans un rapport de 1/300 pour une contamination de 2,3 10 et 2,3 10 en 

ce qui concerne les embryons congelés et de 1,7 108, 1,7 1o6 et 1,7 1cfapour les 

embryons frais. 

Dans chaque lot, on observe que la contamination des liquides de 

lavage diminue en fonction du nombre de lavage sauf si la contamination de 

départ a été faite dans des concentrations élevées (groupes A). Cependant, 

cette diminution ne préjuge en aucun cas sur la stérilité des embryons : lots 

81 et 83 des embryons congelés, lots 81, 82 et C1, C2 des embryons frais. 

L'explication qu'on peut apporter à ce phénomène est confortée 

par les propriétés d'adhésivité connues des mycoplasmes . Il semble que les 

bactéries adhèrent à la surface des embryons de manière plus ou moins intense 

et que sous l'effet d'une agitation, il se produise un certain relargage comme 

nous l'observons par exemple dans le 10è lavage du lot 81 des embryons congelés 

ou dans les 8 et 10ème lavages du lot 82 des embryons frais. 

En conclusion, nous ne pouvons que souligner le danger lié au transfert 

d'embryons caprins dont les donneuses n'auraient pas été rigoureusement contrôlées. 

Notons par ailleurs qu'il n'existe pas dans la littérature de référence relatant la 

présence de mycoplasmes dans le tractus génital caprin au moment de la fécondation 

et dans les jours suivants. Il est évident que dans les avortements mycoplasmiques 

(tardifs) cette présence est effective mais rien ne permet de se prononcer sur 

la presence de germes dans les tous premiers stades de la gestation. 

Enfin, il reste à étudier la contamination possible du tractus génital femelle 

femelle par le sperme lors de la monte naturelle ou de l'IA. 



MILIEU SELECTIF BRUCELLA OVIS 

( L. Jones Ann. Rech. 

Vet. 1975, 6, (1). 

GC '.~EDIUM BASE 36 g 

BRUCELLA MEDIUM 45 g 

Dissoudre dans eau distillée 1 000 ml 

Chauffer jusqu'à ébullition 

Répartir en flacons de 100 ml 

Stériliser à l'autoclave 

Refroidir 3. 50°C 

Ajouter 7 ml de sang de mouton stérile (7%) 

ml de mélange inhibiteur VCN 

0,5 ml de Furadantine (sol. 2mg/ml) 

Mélanger n 

c oul _~ en boites de Pétri~ □ ml/boi~e 

par flacon 

de 100 ml 
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Annexe 2 Milieu au Tryptose pour mycoplasmes 

Produits Quantités 

Tryptose Difco 20 O' 
0 

Glucose 2 O' 
0 

Chlorure de sodium 5 g 

?hosphate disodique (anhydre) 2.5 g 

Extrait de levure Difco 6 g 

Eau distillée 900 ml 

pour 1 1.q.s.) 

- Ajouter 10% de serum de chaval et ajuster le pH 

- ~a glycérine est apportée aux milieux de production 

Annexe 2 Milieu pour le test de l'hydrolyse du glucose 

Produit 

Heart Infusion Broth Difco 

Sérum de cheval 

Extrait frais de levure a 25% 

* A.D.N. (solution a 0.2%) 

Glucose (solution a 50%) 

Rouge de phénol ( I. p.) 

pH= 7.8; milieu stérilisé par filtration 

*: facultatif dans la conception du milieu 

Quantités 

180 ml 

40 ml 

20 ml 

2.6 ml 

2 ml 

5 ml 

ou 
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Table àc Taylor (1962) 

Zx:rai t àc "'TI:-:?ory and prnctice in e::rpori.::Jcntal bacteriology" 

1965, p. 204 

Tables 6.J0-6.12 T/;c 1110.rl probnhlc 11u111bcr (M.I'.N.) of organisms in 

i·inhlc co11111s by 1/ie di/u1io11 mclhod 

E:..ich of thcsc tables h:is bccn computcd for a dilution factor of 10, and for cithcr s, 8, or 
10 tubes inoculatcd from c.ach dilution of culture (Tables 6.10, 6.11, 6.12 rcspœtivcly). 

Tbc en trics in CJch table arc the numocrs of turbid tubes ob~cd aftc:r inoculation of 
the samc volume from any thrce succasive 10-fold dilution.~. The :.t.ated M. P.7'. is the 
cstimatccl mcan viable ruur,t per inoculum 1al.cn from the most conœntratcd susf')Cnsion. 

Exumplc r. Suppo.~ 1 ml. was inoculatcd from the 10•, 10-• and 10-• dilutions of 
cul:ure into s tubes for CJCh dilution, and th:ll the numocn of turbid tubes obscrvcd aftcr 
ir.eu:J;ltion wcre 4-.2-1. Table 6.10 shows that the M.P. N. = 1·6 pcr inoculum Laken from 
the. 101 dilution. 

Exai11plc :z. Suppose the ~me rcsults were obtained with tubes inoculatcd from 10-1 , 

10-• :.nu 10-• dilutions. 1l1e M . l'.N. is thcn 1·6 pu inoculum ukcn !rom the 10-• dilution, 
or :·6 x 101 pcr inoculum of unclilutcd culture. 

The tables inciude only those combin:uions of rcsults likcly to be compatible with 
cquatio;i 6.3: the prooability that a givcn rcsult would be obtained from the s1a1cd M. P.N. 

is providcd in the ori:;inal papcrs. 
The publishcd form of thcsc tables dilrcrs slishtly from that uscd hcrc as thcy were 

orii;inally computed for a dilfcrent fonn of the dilution co:mt. Instcad of ma king scrial 
dilutions of culture and u:ting tn.: same volume from c.ich dilution for inoculation, as 
dc.scribcd herc, the culture was not dilutcd but di/fercnt volumes of inoculum were uken 
fro.n ÎL, for examplc 10, 1, a.n·d 0·1 ml., the rcsulting differencc.s in tnc conccntrataon of 
culture medium beini; ignorcd. The published ublcs thereforc give the M.P.N./ml. or 
pcr 100 ml. culture. 

Table 6.10. Values of Jhe M.P.N. for 5 tubes inocuialed /rom each of 

three successive 10-fold dilulions (Taylor, 1962) 

Numbers of Nurr.bcl'5 of 
turbid tub:s turbid tubes 

obscrvcd at thrce obscrved a.t thrcc 
su=sive M.P.N. su=.sive M.P.N. 

dilutions (pcr ir.oculum of the dilutions (pcr inoculum of the 
tint diiution) tint dilution) 

0 0 0·18 5 0 0 2·3 
I 0 0 0·20 5 0 3·1 

1 0 0·40 5 1 0 3·3 

2 0 0 0·45 5 1 l • 4·6 

2 0 1 0·68 s 2 0 4·9 

::. 0 0·68 5 2 1 7·0 

: 2 0 o·93 5 2 2 9·5 
5 3 0 7·9 

3 0 0 0·78 5 ] 1 11·0 
3 0 1 1·1 5 ] 2 14·0 
3 0 1·1 5 4 0 13·0 
3 2 0 1·4 5 4 1 17·0 

4 0 0 1 ·3 5 4 2 1i·o 

4 0 1 1·7 5 4 3 28·0 

4 1 0 1·7 5 5 0 24·0 

4 1 2·1 5 5 35·0 

4 2 0 :!"2 5 5 2 54·0 
4 ::: 1 2·6 5 5 3' 92-'b 

4 J 0 2·7 5 5 4 16o·o 
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