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RESUME

La reproduction canine se distingue de la reproduction des autres especes domestiques par les
particularités physiologique de 1’ovulation, de la maturation ovocytaire et du développement

embryonnaire.

Cette étude du cycle cestral de la chienne a pour objectif d’évaluer I’intérét des frottis
vaginaux dans la détermination du moment optimale de la saillie a partir de crit¢res cytologique

simple et peu couteuse qui peut &tre utilise au sein des cliniques véténnaires.

Dans la premiére partie bibliographique, nous décrivons le cycle cestral de la chienne, puis la

mise en pratique des frottis vaginaux.

La deuxiéme partie est consacrée a notre étude expérimentale. Nous avons étudié 11frottis
vaginaux effectués a la clinique du département vétérinaire Blida et qui ont été observes sous

microscope optique.

En outre, cette étude est accompagnée d’un support vidéo expliquant la technique de réalisation

des frottis vaginaux.

MOT CLES : REPRODUCTION, CYCLE OESTRAL, CHALEUR, OVULATION,
PERIODE FERTILE, PERIODE DE FECONDABILITE, FROTTIS VAGINAUX,
PROGESTERONE, CHIENNE, CARNIVORE DOMESTIQUE.



Abstract:

Canine reproduction differs from reproduction of other domestic species with the

physiologic particularities of ovulation, oocyte maturation and embryonic development.

This study of the estrus cycle of the bitch aims to evaluate the interest of vaginal
smears in the determination of the optimal period of the projection based on simple and
inexpensive cytological criteria that can be used 1n veterinary clinics.

In the first bibliographic part, we describe the estrus cycle of the bitch, and then the
practice of vaginal smears.

The second part is devoted to our experimental study. We have studied 11 vaginal
smears carried out at the clinic of the veterinary department at Blida that were observed under

the microscope...

By the way, this study is pillared of supporting video which explain the technique of

realization of smears vaginal.

KEY WORDS: REPRODUCTION, ESTRUS CYCLE, HEAT,OVULATION,FERILE
PEROIDE,FERTILIZATION PERIOD,VAGONAL SMEARS,PROGESTERONE,
BOTCH,DOMESTIC CARNIVORES.
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Cytoplasme Acidophile :

Cytoplasme Basophile :

GLOSSAIRE

une cellule ou une zone cellulaire est acidophile lorsqu’elle
présente une affinité sélective pour un colorant qui est sous
forme anionique (la partiec colorante est chargée
négativement).Parmi les colorants acides les plus utilisés:
1’éosine, I’organe G, la fushine acide, le bleu d’aniline et le vert

lumiére ¥

A P’inverse de ’acidophilie, la basophilie d’une structure ou
d’une cellule dans son ensemble correspond a une affinité
dominante pour un colorant basique, c'est-a-dire une molécules
dont la partie colorante présente des charges positive. Un tel
colorant aura la faculté¢ de colorer des structures ou des zones
cytoplasmiques riches en charge négatives comme les acides
nucléique par exemple. Parmi les colorants basiques : le bleu de

toluidine et le bleu de méthyléne.



Introduction

Les études sur la reproduction chez la chienne ont débuté des le début du XXeme siécle.
Ainsi en 1900 Walter Heape a défini les différentes phases du cycle sexuel. En 1931 Herbert
McLean Evans et Herold Harrison Cole, ont les premiers, étudié les frottis vaginaux.

Enfin, dans les années 60 et 70 de trés nombreuses recherches ont permis de mieux

connaitre I’endocrinologie sexuelle femelle.

Par la suite, la médecine vétérinaire du contréle de la reproduction chez les carnivores
domestiques a connu un essor treés important. Celle-ci tend alors a ressembler a celle déja
pratiquée chez les animaux de rente : sélection des reproducteurs, recherche de la période

optimale de fécondité, banques de semence et insémination artificielle

Notre mémoire expérimentale, vise a étudier | intérét des frottis vaginaux dans 1
identification des différentes phases du cycle cestral et la détermination du moment optimal de
la saillie Les frottis vaginaux sont une technique cytologique simple, et peu coliteuse pouvant

étre employée au sein des cliniques vétérinaires, mais manquant de précision.

En outre, cette mémoire est renforces par un support vidéo expliquant la technique de

réalisation d un frottis vaginale






CHAPITRE 1 le cycle oestrale de la chienne

1 .Représentation générale de 1 appareil reproducteur de la chienne

Les organes génitaux de la chienne comprennent dans T"ordre : Ies ovaires, les oviductes, I"utérus, le

vagin, le clitoris et la vulve. Dans notre étude on s’intéresse beaucoup plus de I’utérus.

1.1.LUTERUS

L’utérus de la chienne se compose d’un corps bref (2-3cm en moyenne, toutes races confondues)
qui se poursuit cranialement par de deux longues cornes (9-10cm) gréles, uniformes et divergentes,
incurvées dorsalement. Cet utérus est qualifié de bipartite, c'est-a-dire que les deux cornes sont
unifiées sur une courte partie. Le col représente la limite caudale de 1’utérus. C’est un orifice
permettant ta communication entre le vagin et Putérus, ou 4 Pinverse assurant Pétanchéité de la
cavité utérine. Il mesure environ 1cm de long.
La stabilit¢ de la position du corps de I'utérus dans la cavité pelvienne est assurée par les ligaments
larges. Ceux-ci fixent fortement le vagin, et donc l'utérus, en région sous lombaire. Il est attaché a la
partie craniale de la corne utérine ipsilatérale et caudalement il est la continuation du ligament
propre de ovaire. En revanche, les cores utérines ent une position relativement lache dans

I’abdomen.

L’irngation artérielle utérine est assurée par les artéres ovarienne et utérine, provenant de ’aorte.
Les veines ovarienne et utérine, suivant le méme trajet que les artéres correspondantes excepté
concernant leur terminaison, se chargent de I’irrigation veineuse. La veine ovarienne droite rejoint

la veine cave caudale tandis que la veine ovarienne gauche pénétre dans la veine rénale gauche.

Le plexus pelvien assure I’innervation sympathique et parasympathique de ’utérus. Ainsi les
nerfs hypogastriques droit et gauche arrivent au plexus et sont responsables de 1’innervation
sympathique tandis I’innervation parasympathique est effectuée par les nerfs pelviens. Des fibres

viscérales afférentes atteignent I’utérus via les nerfs pelviens et le plexus pelvien.(11)

1.2.Le vagin

Le vagin est un conduit impair et médian qui s’étend du col utérin au vestibule, il mesure 12 4 15
cm chez une chienne de taille moyenne.il se caractérise par un vestibule long (5 a 6 cm) dont 1
orientation oblique dorso-ventralement est pratiquement verticale, et fait une sorte de coude avec le

reste du vagin, beaucoup plus horizontal. (27)
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La paroi du vagin est facilement mobilisable en raison des nombreux plis longitudinaux qui
permettent & la lumiere vaginale de s accommoder a la dilatation des bulbes érectiles du gland du
pénis en érection lors du coit, elle est également dotée a son extrémité postérieur d un sphincter qui
se resserre tres fortement en arriere de la verge du male ce qui permet de maintenir | érection plus
longtemps et de déclencher des contractions fortes du vagin favorisant la remontée des

spermatozoides a travers le col. (27)

2. Rappel physiologique
2 .1. la puberté

La puberté correspond a une étape chamniére dans la vie de la chienne. Elle est définie comme le
moment ou la capacité a se reproduire est effective. Elle marque chez la chienne le début de 1
activit¢ cyclique des ovaires et la maturit¢ de laxe hypothalamus. Hypophyse. Gonades.

Cliniquement, cela correspond chez la chienne a la survenue des premiéres chaleurs.

Elle intervient entre le moment ou les chiennes ont atteint 2/3 de leur poids adulte(14) et la fin de

leur croissance (31, 13).

Cependant 1l existe des variations trés importantes intra et interraciales .Le beagle, par exemple,
présente ses premicres chaleurs entre 7 et 10 mois en moyenne. Dans un cadre expérimental

strictement défini, le premier proestrus est survenu entre 6 et 13 mois (5,.25, 18, 31)..

La puberté débute entre 6 et 10 mois pour les chiennes de petit format. Bien que la survenue des
premicres chaleurs se produise aussi avant 1’4ge d’un an, les chiennes de grand format peuvent étre

impuberes jusqu’a 18 voire 24 mois (25,18 ,31)

D’autres facteurs interviennent dans 1 4ge d apparition des premicres chaleurs .les chiennes
¢élevées par ’homme sont plus tardives que les chiennes vivant en liberté. En revanche, le climat ou
la  nutrition ne  semblent pas influencer 1 apparition de la  puberté.

La période de Ia pubert¢ est plutot courte de 4 4 6 semaines On parle de :

- phase pré-pubertaire (& partir de 10 a 12 semaines).
- phase de puberté (jusqua I'dge adulte ou le chien atteint sa maturité sociale):
- phase d’adolescence. (L’4ge adulte entre 18 et 36 mois selon la race du chien. Cette phase est trés

importante pour son développement, sa vie future et sa relation avec le maitre va se former).
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Le cycle cestral des chiennes puberes peut différer de celui des chiennes adultes. Lors du premier
cycle on peut observer de «fausses chaleurs» (« split heat » ou « false heat »). Les chiennes
présentent des signes de chaleurs tels que des écoulements vulvaires séro-hémorragiques, Un
cedéme vulvaire, ou I’attraction des males. Cependant apres quelques jours, ces signes rétrocedent.

On observera un véritable cestrus plusieurs semaines apres (une semaine & deux mois) (19,25,5,14).

Les chiennes pubéres peuvent présenter également des chaleurs silencieuses, durant lesquelles une
ovulation se produit en absence dun comportement de proestrus et d’cestrus ou de signe clinique
notable. (18,14).

Ceci s’explique par des concentrations circulantes trés réduites de LH, d’cestradiol et de
progestérone. (34,25).La capacité¢ maximale de reproduction n’est pas atteinte avant le deuxieéme,

troisiéme voire le quatriéme cycle (30,13).

C’est pourquoi une chienne ne doit &tre mise a la reproduction qu’a partir de 1’4ge de deux ans, et

aprés que le propriétaire ait observé un cycle sexuel normal et complet (13).

Il n’y a pas de ménopause chez les chiennes, les chaleurs dureront donc toute la vie de I’animal.
Les chaleurs ont toutefois tendance & s'espacer et a devenir plus discrétes avec 1’4ge, mais méme

ralentie, 'activité hormonale continue.
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W

Tableau 1 Age de la puberté dans certaines races (d’aprés Johnston et al. 2001 a).

Wates Poids an?u;'xe Agedla pgbmé Rices Poidsadube (kg) Age a la pubcné
kg {mois) “ (mois)
Airedale Temrier 22 15 Mastiff 5 112
Akita Inu 43 5 Montagne des Pyrénées H 12
S —— » 10 Petit Lévrier ltalien 3 18-24
Temier
Barzoi 34 15-18 Pinscher 3 8-14
Basenii 10 10 Rotrweiler 39 &
Bearded Colie 20 812 Saint Bemmard 68 9-15
Berger Australien 16 6-18 Saint Hubert 41 12
Bichon Frisé 8 89 Satuki 20 824
Border Collie 19 6-8 Samoyede I8 jusquia 12
Bouvier Bemois 29 9-12 Schipperke 8 12-24
Boxer 28 824 Setter Angiais 27 720
Butil Temier 20 711 Spitz Loup 18 8-18
Butlmastiff 43 616 Tervueren 32 10-12
Caniche moyen 29 12-15 Welsh Corg: 1 9
Carlin 7 9-12 Welsh Springer Spanie! 17 12
Cavalier King Charles 8 6-9 Whippet 10 12.24
Clumber Spaniel 24 jusqua 24 Yorkshire Terrier 3 8-16
Dogue Allemand 45 jusqua I8
Epagneul breton 16 9-12
Golden Retriever 29 911
Greyhound 29 11-30
Griffon Bruxelios 4 jusqua I8
Irish Wolthound 33 jusqua 16
Komondor 49 12
Lakeland Terrier 7 jusgua 24
Lévrier Afghan 22 730
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2 .2 .le rythme des chaleurs et saisonnalité

2.2.1.Le rythme des chaleurs

L’interoestrus est la période qui s’étend de la fin d’un épisode de chaleur jusqu’au début du
proestrus suivant. Les chiennes sont habituellement en chaleur en moyenne tous Ies 7 mois avec un
« intervalle moyen » de 5 a11 mois).Ce rythme doit rester constant durant la majeure partie de la vie
de ’animal (5-18-31) mais l'intervalle peut étre plus court ou nettement plus long. Chez certaines
races, la chienne n'a qu'une saison de chaleurs par an. Les chaleurs sont parfois irréguliéres, mais
rien d'anormal a cela. L'ensemble du phénomene dur environ trois semaines).

La phase de repos sexuel est donc tr€s importante
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Figure 1: Distribution de I’interoestrus chez la chienne (d’apres 1094 cycles (Christie et
Bell 1971a)).

Dans une étude effectuée sur des animaux de méme race (des chiennes beagles), ’interoestrus peut
varier entre 3.5-¢et 13 mois (5).

11 apparait que les chiennes de petit format ont souvent un interoestrus plus court que celles de plus
grand format. Cependant par exemple, le berger allemand présente plus de cycles oestraux que le
boston terrier (31). Il existe une exception concernant les chiennes de race africaine telle que le
basenji ; celles-ci ne sont cyclées qu’une fois par an.

1’ héritabilit€ de ce caractere a €t¢ estimeée a 35% (18).

A partir de I’4ge de 5 a 7 ans selon les études, cet intervalle tend & augmenter de maniére

physiologique (32). Dans une expérimentation menée sur 12 chiennes beagles par Andersen en 1973
(13), I’intervalle passe de 240 & 332 jours apreés qu’elles aient atteint 8 ans.

La gestation ainsi que la lactation augmenteraient également cet intervalle. (4, 21).
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Figure 2: Durée de I’interoestrus suivant chez les femelle gestante et chez les non

gestantes en fonction du mois de ’année ou elles ont présenté des chaleurs.(Linde-

Forsberg et Wallen1992).

2.2.2. La Saisonnalité

L’influence de la saison est moins marquée chez le chien que chez les canidés sauvages (13). Les
chaleurs. sont observées sur l’ensemble de l’année. Cependant ume ¢tude qui a compilé les
inscriptions de 87 880 chiots & I’American Kennel Club de 1971 & 1973, montre des valeurs plus
élevées qui correspondent & 1’oestrus. Il survient & la fin de I’hiver et pendant le printemps (2, 33,
21).
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Figure 3: Survenue du proestrus chez la chienne en fonction du mois de

I’année (établi a partir de 1561 cycles (Christie et Bell 1971a)).
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Cette saisonnalité est influencée par I’environnement. Des beagles maintenus en extérieur
exprimaient ce pic en mai (18), ce que ne montraient pas des chiennes gardées en intérieur (21). Le

rythme circadien de la prolactine chez les femelles vivant en extérieur pourrait expliquer ce fait (20).

2.3.Cycle cestral de Ia chienne

2.3.1.Introduction

Chienne est une espéce monocestrienne ovulant 1 a 2 fois par an. 65 % des chiennes domestiques
ont 2 cycles par an, 8.7% ont 3 cycles. L’dge a la puberté de la chienne est situé entre 7 et 12 mois
(6-23 mois). Le cycle cestral de la chienne présente des particularités qui justifient sa présentation

sous la forme d’un cas particulier.

2.3.2.Les différents des stades du cycle cestral
2.3.2.1.Le proestrus
Dure en moyenne 9 jours (3-17 jours) Sous I’influence des cestrogénes, se manifestent 1’attrait
pour les méles, L’augmentation de la taille et de la turgescence de la vulve associée a un écoulement
vulvaire sérosanguin qui résulte de la diapédese des érythrocytes. La muqueuse vaginale est lisse

(cedeme).

Figure 4:Ecoulements vulvaires séro-hémorragiques

(Fayrer-Hosken 1996 avec son autorisation)

o

Figure 5:0edéme de la vulve et du périnée d’une chienne en début de

proestrus (England et Concannon 2002 avec leur autorisation)
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2.3.2.2. 1.’ cestrus

(Acceptation de 1Ta saillie) dure 9 jours (3-21 jours) peut se prolonger plusieurs jours apres
I’ovulation. Chez cette espéce, 1’ovulation survient & un moment peu précis par rapport au début du
comportement sexuel qui définit ’cestrus. L'épithélium vaginal est crénelé (déshydratation) et le

frottis vaginal riche en cellules kératinisées.

La décharge de LH qui a lieu 24-48h aprés le début de I'eestrus est responsable de la
croissance terminale rapide et d’un début de lutéinisation des follicules pré ovulatoires qui sécretent
des cestrogenes puis de la progestérone. Ainsi, les ovulations surviennent environ 24-48 heures
apres le pic de LH et durent 24h alors que le taux circulant de progestérone est déja €leve. La
maturation des ovocytes I ovulés dure 48h et les spermatozoides conservent leur pouvoir fécondant

pendant S jours. La fertilité optimale de la chienne se situe entre 3 et 6 jours apres le pic de LH.
2.3.2.3.Le metoestrus

Dans. toutes. les autres especes que la chienne, le metoestrus est considéré comme la phase
d’installation du corps jaune alors que le dioestrus en est la phase d’état. Chez la chienne, il
représente tout autre chose puisque la progestérone est déja sécrétée avant ’ovulation suite a un
phénomeéne de lutéinisation corticale préovulatoire. Le metoestrus (durée de 75 jours) est une phase
du cycle identique que la chienne soit saillie ou non, fécondée ou non, le début du metoestrus étant

défini comme le premier jour de refus de la saillie.

2.3.2.4.1’anoestrus

C’est en théorie la phase de repos sexuel. La femelle est calme et ne présente plus aucun
comportement sexuel.La durée moyenne de 1’anoestrus est de 4-5 mois, mais elle peut varier de 2 a
10 mois sans cause ni conséquence pathologique selon DUMON La régularité de 1’anoestrus est tres
importante car elle optimise 1a fonction de reproduction, ainsi Ies chiennes dont Ia fréquence des
chaleurs est irrégulicre souffrent plus souvent de troubles de la reproduction. En outre, I’involution
utérine dure deux mois environ. Des chaleurs trop rapprochées sont donc moins favorables a une
bonne reproduction.

La durée de la gestation définie par I’intervalle entre la décharge de LH et la parturition est de
64-66 jours. Les profils hormonaux observés durant Ia 'gestaﬁon ne sont pas réellement différents de
ceux observés en 1’absence de gestation. D’un point de vue de la sécrétion de progestérone, la phase
de metoestrus est €quivalente a une gestation. Le dosage de progestérone ne peut donc étre utilisé
pour établir un diagnostic de gestation. La progestérone d’origine ovarienne est indispensable au

maintien de la gestation pendant toute sa durée. Les concentrations plasmatiques d’cestradiol
8
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augmentent en fin de gestation ou de pseudogestation. Le terme pseudogestation est utilisé chez la
chienne pour définir les perturbations du comportement pouvant faire penser a I’imminence de la
mise-bas et 1’établissement d’une lactation au cours d’un metoestrus non gravide. La prolactine et la
relaxine s’élévent a partir de la deuxieme moitié de cette phase seulement s’il y a gestation.

C’est 1a seule différence notoire entre une gestation et un metoestrus non gravide. Le maintien
du corps jaune dépend des actions lutéotropes de LH et de la prolactine. La sécrétion de prolactine
par I’hypophyse est sous le contrdle inhibiteur des systemes dopaminergiques.

L’administration d’un agoniste des récepteurs dopaminergiques inhibe la synthése de
prolactine et induit une diminution de la sécrétion de progestérone. Des études cliniques ont
démontré qu'une telle administration pouvait induire un avortement chez la chienne gestante a
partir de la deuxiéme moitié de la gestation.

La chienne présente également des périodes d’anoestrus prolongé (durée : de 2-10 mois,

valeur moyenne7 mois) qui augmentent 1’intervalle interoestrus.
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Figure 6: Evolution hormonale (LH,Progestérone et Oestradiol) au cour du

cycle sexuel chez la chienne
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Tableau 2 : Le cycle cestral de la chienne.

Phase du cycle
Durée | Compertement |  Activité ovarienne
cestral : .
| La femelle atire le méle |
mais refuse I o
) . Début de la folliculogenése
PRO-ESTRUS | 72l0 |  Taccouplement -‘ .
. 4 | entrainant la production et |
(chaleurs) | Jours | Llavulvegrossitetdes | |
’  Ia libération d cestrogénes |
peries ae sang sont i
visibles
| La femelle atire le méle |
) . et accepte
ESTRUS | 7210 L ‘
_ i laccouplement. |  Période d’ovulation
(chaleurs) Jours 4 ]
' | Les pertes de sang sont |
oINS importantes
‘ 1 | Formation du corps jaune |
| 60&120 | Pasdecomportement | i
MET(ESTRLUS ‘ i o 1 et synthese de
jours particulier ‘
{ progestérone
) . ~ Pasde comportement |
ANESTRUS | variable | o | Repos sexuel
| sexuel particulier
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3. Equilibre endocrinien du cycle sexuel
3.1.Généralité

L’activité gonadique fait intervenir le systtme neuroendocrinien. Par 1’intermédiaire de
neurotransmetteurs, Ie systéme nerveux régule Ie complexe hypothalamo-hypophysaire, qui tui-

méme oriente ’activité gonadique.
3.1.1.1es hormones du cycle
3.1.2.Les facteurs hypothalamique

La GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone ou Gonadolibérine) est secrétée de maniére

pulsatile et permanente par I’hypothalamus. Elle stimule la synthése de LH et de FSH.

La libération de la GnRH se trouve elle-méme influencée par des facteurs nerveux et hormonaux.
Des stimuli sensitifs tels que la vue ou 1’odorat peuvent stimuler sa sécrétion. Ceci explique
notamment qu’en. collectivité, la. venue en chaleurs d’une chienne peut modifier le cycle des autres
femelles. La lumicre a également une action stimulante sur la fréquence de libération de GnRH, au
printemps avec I’augmentation de I’exposition quotidienne a la lumiére et en fin d’été aprés une

forte intensité lumineuse
3.1.3.Les facteurs hypophysaires

11 s’agit des gonadotrophines : la LH et la FSH. Ce sont des glycoprotéines synthétisées par le
lobe antérieur de I’hypophyse. Leur taux sérique est caractérisé par un niveau de base faible : la
sécrétion tonique, soumise a de petites fluctuations rythmiques a peine perceptibles. 11 se produit
périodiquement un pic important de sécrétion de ces gonadotrophines: la sécrétion cyclique, peu
avant ’ovulation. L’alternance entre ces deux sécrétion est régie par I’hypothalamus d’une part, et

par les hormones gonadiques d’autre part.
3.1.3.1.La FSH

La FSH (Folliculo Stimulating Hormone ou folliculostimuline ou follitropine), au niveau
gonadique déclenche et stimule la croissance folliculaire. En synergie avec la LH, elle induit la
synthese d’strogenes par la théque interne des follicules.
3.1.3.1.LaLH

La LH (Luteostimulating Horm:

sa durée de vie est plus courte que celle de la FSH, et le rythme de sa sécrétion varie de 1 décharge

13
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toutes les 1,5 & 7 heures. Son action complete celle de la FSH : elle active la maturation folliculaire,
et sur ’ovaire préalablement sensibilisé par la FSH, elle provoque 1’ovulation et la formation du
corps jaune. Elle stimule globalement la synthése des stéroides sexuels en favorisant la conversion
du cholestérol en progestérone (elle-méme précurseurs des androgénes et cestrogénes).
3.1.4.Les stéroides ovariens
3.1.4.1.Les cestrogéne

Ils sont présents essentiellement sous la forme d’cestrone et d’cestradiol-17B,sécrétés par la
théque interne des follicules et des corps jaunes. Ils régissent notamment les modifications
histologiques et comportementales qui ont lieu pendant le pro-cestrus.

3.1.4.2.La progestérone

La progestérone est principalement sécrétée par le corps jaune, mais également en faible
quantité par les follicules ovariens matures.

Cette lutéinisation pré-ovulatoire des cellules de la granulosa est une particularité’ du cycle
sexuel de la chienne. La progestérone prépare 1’utérus a la nidation et assure le maintien de la
gestation. Elle est également responsable des manifestations comportementales de oestrus, aprés
imprégnation cestrogénique de I’organisme.

3.1.4.3.Les cibernines

1l s’agit de polypeptides sécrétés par les follicules ovariens et les corps jaunes, qui exercent
autant que les hormones stéroides, des rétrocontrdles importants sur le systéme hypothalamo-
hypophysaire. Parmi. les cibernines, nous pouvons citer :

-OMI : Inhibiteur de la Maturation de 1’Ovocyte, sécrété par les follicules primordiaux ; il bloque le
développement des ovocytes primordiaux en follicules cavitaires. Cette inhibition peut étre levée
par I’lévation des taux de LH et FSH, lors de la reprise d’un nouveau cycle.

-LI : Inhibiteur de la Lutéinisation, synthétisé par les follicules jusqu’au stade De Graaf, il empéche
la lutéinisation des follicules avant I’ovulation.

-FSH-RBI : Inhibiteur de la fixation de LH sur les follicules, sécrété par les follicules en
développement, il empéche le développement des autres follicules primordiaux.

-Gonadocrine : GnRH-like, sécrétée au cours du développement folliculaire,
elle stimule la sécrétion des gonadotropines.

-Inhibine : Sécrétée dans la premiére partie du développement par la granulosa, ¢’est un anti-FSH.
La sécrétion de chaque cibernine dépend étroitement de I’activité ovarienne.

Elles agissent temporairentent sur 1’axe hypothalamo-hypophysaire. Des interactions complexes

permettent de mieux comprendre le fonctionnement cyclique de ’activité ovarienne.
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—
3.1.5.Profil hormonal du cycle
3.1.5.1.L’anoestrus

Les concentrations de progestérone et d’strogeénes restent basales pendant la phase de repos
sexuel. Le taux de FSH est modérément élevé et les décharges de LH se font par pulses espacés (>3
heures) et peu importants. En fin d’ancestrus, 1a concentration sanguine de FSH augmente, et permet
la sélection et le développement des futurs follicules ovariens. L’amplitude et la fréquence de la
libération de LH augmentent, favorisant la reprise d’un nouveau cycle. L’inhibition qu’exergaient
I’OMI et la LI sur le développement des follicules primordiaux est levée, et certains poursuivent
leur croissance.
3.1.5.2.Le proestrus

La concentration d’cestrogeénes augmente avec le développement folliculaire et forme un pic en

fin de pro-cestrus .Le taux basal qui €tait de 5 & 10 pg/ml en fin d’ancestrus, atteint 50 a 100 pg/ml
au moment du pic,(la valeur de ce pic sérique est en fait trés variable d’une chienne a I’autre).
La progestérone est synthétisée par les follicules, son taux sanguin reste faible, avoisinant 1 ng/ml
au moment du pic d estrogenes. Pendant la premicre partie du pro-eestrus, 1’ augmentation du taux
des cestrogenes exerce un rétrocontrole négatif sur I’axe hypothalamo-hypophysaire, et limite (avec
I’inhibine) la libération de LH et de FSH. Apres le pic d’cestrogéne, ces inhibitions sont levées et les
décharges de LH et FSH se déroulent simultanément.

L’augmentation du taux de LH a lieu sous la forme d’un pic sérique court et franc (la
concentration. est multipliée par 10 4 40), 1 4 2 jours apres le pic d’cestrogéne. La demi-vie de FSH
est plus longue que celle de LH et son taux sérique reste élevé plus longtemps.
3.1.5.3.1Loestrus

La phase pré-ovulatoire : le pic de LH se situe entre la fin du proestrus et le début de 1’oestrus, il
dure 1 & 3 jours, son taux sérique s’léve en moyenne & 10-50 ng/ml.

Il détermine le début de la phase lutéale, en stimulant la synthése de progestérone par les
follicules ovariens matures. La progestéronémie atteint 2 & 4 ng/ml au moment du pic de LH, puis
augmente rapidement les jours suivants.

L’ovulation : Le pic pré-ovulatoire de LH déclenche 1’ovulation 48 heures plus tard (36 a 50
heures - 16). La progestéronémie est entre 4 et 10 ng/ml au moment de 1’ovulation.

La phase post-ovulatoire : Les cestrogénes, la FSH et 1a LH retrouvent progressivement leur taux de
base. La progestéronémie augmente rapidement avec 1’installation des corps jaunes, et dépasse 10

ng/ml apres I’ovulation.
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3.1.5.4.Le metoestrus

Le corps jaune sécrete de la progestérone a des taux trés importants que la chienne soit gestante
ou non. Elle atteint un plateau 2 4 3 semaines aprés le début du méteestrus (15 a 80 ng/ml), qui sera
maintenu jusqu’a la lutéolyse.

Cette derniére s’effectue de maniére progressive et asymptomatique si Ia chienne n’est pas
gestante, et la progestérone retrouve son taux de base (inférieur 4 1 ng/ml) trés progressivement,
entre le 50° et le 120° jour du cycle. A I’inverse, en fin de gestation, la progestéronémie chute

brutalement dans les 48 heures qui précédent la mise bas.
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Figure 8: Représentation schématique des variations sériques hormonales
en cestrogenes,progestérone, LH, FSH, prolactine, testostérone, au cours du
cycle sexuel de la chienne, et corrélation avec les différentes phases du cycle

cestral .
4. Les modifications histologiques au cours du cycle
4.1. Le cycle ovarien

4.1.1. Définition

I s’agit d’une série de phénoménes liés 4 la maturation de I’ovocyte (ovogénése) et des cellules
folliculaires. Le cycle ovarien est décomposé en phase folliculaire et phase lutéale séparées par
’ovulation. La premiére dure de une 4 trois semaines. Les chiennes ovulent spontanément a son
terme. Elle se déroule donc durant Ia fin de "anoestrus et Ie proestrus. La seconde commence apres

I"ovulation et dure 2 mois que la chienne soit gestante ou non. Cependant elle peut atteindre trois
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mois lorsque la chienne est non gestante. La phase lutéale se produit lors du metestrus et au début
de I’anoestrus. (6).
4.1.2. La phase folliculaire

Pendant I’anoestrus, des follicules secondaires peuvent commencer a se développer. Ils
échoueraient a cause du manque d’hormone folliculo-stimulante (FSH). Néanmoins ce fait n’a pas
été prouvé chez la chienne (13).La croissance folliculaire intervient donc lorsque le taux de FSH est
suffisant. Les follicules recrutés connaissent d’abord une croissance et une prolifération des cellules
de la granulosa ce qui les conduit au follicule a antrum. La croissance est caractérisée par une
augmentation de la vascularisation thécale ainsi qu’une augmentation de I’activité aromatase par les
cellules de la granulosa et donc de la production d’estrogénes (6, 21):

Parmi les follicules entrés en croissance seuls quelques-uns seront sélectionnés pour la
maturation selon un mécanisme méconnu (sans doute les plus sensibles a la FSH). Ils vont subir une
véritable différentiation concomitante 4 1’augmentation de la taille de I’antrum.

Les fonctions sécrétoires subissent alors une augmentation d’activité synchrone permettant

la granulosa assurant ainsi la production d’estradiol (21).

Juste avant 1’ovulation le follicule préovulatoire atteint une taille maximale et un nombre de
cellules de la granulosa maximum. On constate une concentration élevée d’estradiol dans le liquide
folliculaire, la présence de récepteurs a la lutéotropine (LH) sur la granulosa. L’expansion du
cumulus est FSH dépendante.

Celui-ci fournit des métabolites, et transmet des signaux vers 1’ovocyte (21).
4.1.3. La phase lutéale

On observe une lutéinisation des cellules de la theque interne et de la granulosa conduisant au
corps jaune. Les cellules de la granulosa se multiplient, leur taille augmente, et leur noyau est
souvent polyploide. Elles se chargent de pigment, la lutéine. Les cellules thécales restent petites et
se mélent aux cellules de la granulosa. Ces deux types de cellules secrétent la méme hormone
pendant deux mois minimum: la progestérone (6, 21).

La lutéolyse est la régression fonctionnelle du corps jaune. Elle marque la fin du metoestrus.Cette
interruption fonctionnelle est plus rapide que la régression morphologique. Elle débute 20 jours
apres I’ovulation et les modifications histologiques (une dégénérescence vacuolaire) sont nettement
visibles a partir du 50éme jour post ovulation. Cette derniére se poursuit aprés la fin du cycle et sur
les cycles suivants (généralement jusqu’au 3e) (31). C’est alors une structure inerte qui involue
lentement, devenant blanc (corpus albicans) ou brun péle, tout en s’enfongant dans 1a medulla

ovarienne. Elle présente alors une allure de tissu cicatriciel (21).
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2.1. Généralité

L épithélium vaginale est une cible pour de nombreuses hormones sexuelles, et subit ainsi
des modifications trés importante en fonction des secrétions hormonales et par conséquent du

cycle sexuel.

Le frottis vaginal est donc un outil précieux dans la détermination de la phase du cycle

mais aussi dans la détection de pathologie ou dans la confirmation de saillie.
2.2. Technique de réalisation d’un frotti vaginal
2.2.1.Techniques de prélévement

Plusieurs méthodes pour le prélevement des cellules vaginales exfoliées sont possibles. Le
prélevement doit €tre rapide, facile, avec un minimum & inconfort pour la chiemne, praticable
a toutes les phases du cycle et permettant d’obtenir un échantillon cellulaire viable (13, 23,
19).

2.2.1.1.prélévement avec une pipette

Cette méthode consiste a introduire sur toute sa longueur un compte-goutte médical dans le
vagin. Celle-ci contient de 0.25 & 1 millilitre de solution saline stérile. On peut également
rattacher la pipette & une seringue contenant au minimum 5 millilitres d’air pour pouvoir

expulser le liquide dans la lumicre vaginale.

La solution est injectée et réaspirée plusieurs fois. Puis la pipette est extraite du vagin en
veillant & ne pas presser son extrémité. Il est probable que I’intégralité du sérum ne soit pas
récoltée, mais il suffit d’une goutte pour obtenir une lame probante.

Cette technique est la moins douloureuse pour I’animal. Néanmoins, le prélévement avec
une pipette peut altérer la morphologie des cellules. La quantité des. cellules prélevées peut
étre insuffisante. 11 tend & minorer les comptages cellulaires, ce qui entraine des pourcentages

peu fiables et augmente les index (10, 15, 25).
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2.2.1.2.Ecouvillonnage

C’est la technique Ja plus couramment employée. On utilise un écouvillon stérile en coton 3
usage unique.

Précédemment certains €couvillonnages étaient effectués avec des « abaisses langue »
coupés en quatre, polis et humidifiés avec du sérum physiologique (3). Ce matériel, outre son
manque d’asepsie, rendait I’examen douloureux pour I’animal. On a également utilisés des
spatules en métal (10).

L’¢couvillon stérile doit étre humidifié¢ avec du sérum physiologique stérile. Cela peut ne
pas €tre nécessaire si la chienne présente des écoulements vaginaux suffisants (pendant le
proestrus ou I"oestrus) (19). Néanmoins, Torsqu’on utilise du matériel non humidifié, Te coton
collecte les cellules mais également du mucus, ce qui peut géner I’étalement du prélévement.

Les Ievres vulvaires peuvent étre écartées manuellement avec le pouce et I’index.

L’écouvillon est introduit au niveau de la commissure dorsale de la vulve. Puis il est orienté
cranio-dorsalement en direction de la colonne vertébrale. Une fois 39 passé au dessus de
Tarcade ischiatique, 1’ instrument est dirigé crinialement sur une quinzaine de centimétres.

Au contact de la muqueuse du vestibule ou de la partie caudale du vagin, I’écouvillon subit
une rotation. Le mouvement doit étre imprimé avec une force suffisante pour assurer un bon
contact avec la muqueuse vaginale. Puis I’écouvillon est extrait délicatement des voies
génitales (28, 17,6, 23).

Figure 9: Rappels anatomiques et technique de prélévement (d’apres
Johnston et al. 2001b).
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Figure 10: Technique de prélévement par écouvillonnage (Bowen

2000 avec son autorisation).

Certains auteurs ont conseillé 1’utilisation de spéculums. Ils évitent tout contact de
Iécouvillon avec la muqueuse de la fosse clitoridienne et du vestibule candal, ce qui assure de
prélever dans la zone souhaitée. Il n’y a également aucun risque de Iéser le méat urinaire (6,

16, 22,23, 13). Cependant ils sont rarement nécessaires en pratique courante.

Figure 11: Technique de prélévement a 1’aide d’un spéculum (Fayrer-
Hosken 1996 avec son autorisation).
2.2.2.Etalement
Apres avoir retiré 1 écouvillon du vagin, 1 extrémité de coton est roulé sur une lame de
verre propre afin d y transférer le matériel cellulaire. Le coton ne doit pas glisser sur la lame

mais rouler afin de ne pas altérer les cellules.

Figure 12: Etalement d’un écouvillon sur une lame de microscope

(Bowen 2000 avec son Autorisation).
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2.2.3.Fixation
La lame de verre peut immédiatement étre fixée 4 1 aide d.une solution contenant un mélange
d alcool et d éther pendant 5 minutes. Des cyto-fixateurs en aérosol existent également et

permettent une fixation plus facile et plus rapide.

2.2.4.Coloration
Il existe trois types de coloration usuellement pratiquées :

e La coloration de Harris-Schorr

= La coloration - de May-Griinwald-Giemsa
* La coloration monochrome au bleu de méthyléne
2.2.4.1.1:a celeration de Hariss Schorr

Cette coloration trichrome elle est longue et nécessite environ 15 minutes pour &tre
réalisée. Elle permet une coloration des cellules vaginales respectant les affinités tinctoriales

liges a la présence de kératine et donc une différenciation aisée des différents types cellulaire

Tableau 3 Coloration de Harris — Shorr (d aprés Neveux 1999).

|Ordre de | |
assage Produits Temps

1 | mélange alcool-ether 1/2 | 5 minutes

2 ~ alcool a 70° | plonger 10 fois
3 . alcool a 50° | plonger 10 fois
4 | eau distillée | plonger 10 fois
S . hématoxyline de Harris | 2 minutes

6 _ eau distillée | passage

7 | eau distillée | passage

8 | alcool ammoniacal | 1 minute

9 | eau distillée | passage

10 | alcool a 70° |  passage

11 alcool a 95° passage

:12 _ colorant de Shorr | 2 minutes

13 | ~ alcool a 95° passage
|14 ~ alcool absolu _ ~ passage
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2.2.4.2.La coloration de May-Griinwald-Giemsa

Ne permet pas une coloration aussi fine des cellules vaginales. En revanche eile met en

¢vidence les cellules granulocytes neutrophiles, ce qui peut étre utile pour différencier plus

aisément différentes

phases du

cycle.

Tableau 4 coloration Diff-Quick ® (d’aprés Bowen 2000).

| _Ordre de passage Produits Temps
1 ' méthanol 10 passages
P2 solution 1 10 passages
3 solution 2 10 passages

2.2.4.3. Le bleu de méthyiéne

Coloration monochrome n’est presque plus utilisée & ’heure actuelle. Apporte un grand

nombre d imprécisions et ne présente aucun avantage par rapport au deux précédentes

colorations.

2.3.Les types ecellulaires observés sur les frottis vaginaux

L’épithélium vaginal est de type stratifié¢ pavimenteux non kératinisé ou épithélium

Malpighie. Une couche de cellules germinatives repose sur une lame basale.

Depuis cette couche vers la lumiére utérine, on trouve successivement des cellules

Parabasales, des cellules intermédiaires (issues de la différenciation des cellules parabasales),

puis des cellules superficielles (29)..

A3 /‘__\\mu-,::_ ~ £ 2 ...‘:5 T g
E=——= 7% .
S Do BT O La05e —

Figure 13: Epithélium pavimenteux non kératinisé pluristratifié

(d’apres la division d’histologie du département de médecine de

"université de Fribourg).1 : lame basale, 2 : cellule germinative, 3 :

cellule parabasale, 4 : cellule intermédiaire, 5 : cellule superficielle.
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Les cellules de I’épithélium vaginal se modifient sous I’action des hormones activées
pendant les chaleurs, en particulier les oestrogénes produits durant le pro-oestrus. La
cytologie vaginale est donc un outil utile au vétérinaire pour déterminer approximativement le
pro-oestrus, I’oestrus et le début de metoestrus, et pour donner une estimation du moment de
I’ovulation.

cellules i petite cellule intermediaire :
de la fosse - noyau ropd,
clitoridienne - taille variable, (en général deux fois

plus grande que les cellules parabasales),
- formes ronde. ovale cu angulaire.

cellule
:gse;lzcagﬁe les cellules cellule parabasale -
Sad superficielles - forme ronde, - ratio,
cellule sont . - noyau large, - noyau cytoplasme
superficielle les plus grandes - les plus petites cellules plus élevé que
a noyau cellules

épithéliales présentent les cellules intermédiaires,

e ;Eg;tg(;lrlg!ses sur le frottis vaginal. - cytoplasme basophile (bleu).
cellule des cellules : .

superficielle somt plats e epioienmeadionmr
izg;:é;i_lpé)uette ou pliés. {cellules longues a noyaux excentrés)

cellules caractéristiques

grande cellule intermédiaire : du méteestrus
plus grande que les cellules

parabasales et intermédiaires,
- noyau d’aspect semblable,
- contours anguleux,
- cytoplasme acidophile & globules rouges
ou basophile selon le stade
des chaleurs de la chienne.

cellules lyséos

polynucléaires

Figure 14: Les cellules du frottis vaginal ( Neveux 1999)

2-4.Cycle sexuel et frottis vaginaux

chienne. Ils permettent I’analyse cytologique de la muqueuse vaginale.
2-4-1.Proestrus
L’€couvillon utilisé pour réaliser le frottis vaginal est rouge vif en début de pro oestrus et

devient rosé au fur et 4 mesure que I’oestrus approche.

Figure 15: Frottis de proestrus moyen (cliché Alain Fontbonne).

22



CHAPITRE 2

Frottis vaginaux et cytologie vaginale
m‘

Tableau 5: Présentation de I'aspect des frottis vaginaux aprés étalement, fixation

et coloration en fonction des phases sexuel de la chienne.

Début de Milieu de Fin de proestrus
proestrus prooestrus
Frottis Frottis sale, riche en Frottis
sale. cellules. assez
Prédomina Présence en nombre propre,
nce de équivalen riche en
cellules tde cellules.
basophiles cellules Présence
intermédiai. basophile de
res set cellules
(indice €osinophi acidophil
€osinophili les €s,
que < (indice intermédi
30%). €osinophi aires et
Présence lique = superficie
habituelle 50%). lles, non
de Présence regroupée
globules de S
rouges. globules €n amas
rouges. (indice
€osinophi
lique
> 70%).
Présence
de GR
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2.4.2.0estrus
L’€couvillon est rose pile ou blanc.Le frottis est propre, riche en cellules. 11 y a présence
d’une majorité de cellules superficielles acidophiles regroupées en amas (indice

€osinophilique >80%), et pas de globules rouges.

Figure 16: Frottis d’oestrus (cliché Alain Fontbonne).

2.4.3.Metoestrus

L’¢couvillon est marron ou gristre en tout début de metoestrus puis blanc. Le frottis
vaginal est plus ou moins propre. Les cellules nucléées basophiles prédominent rapidement.
Des cellules parabasales réapparaissent. Des polynucléaires neutrophiles sont habituellement

présents, et parfois des globules rouges dans les tous premiers jours du metoestrus.

Figure 17: Frottis de metoestrus (cliché Alain Fontbonne).
2.4.4.Anoestrus

L’¢couvillon vaginal est blanc. Le frottis est sale, pauvre en cellules avec présence quasi
exclusive de cellules basophiles, parabasales ou intermédiaires (indice éosinophilique < 10%).

Des hématies ou despolynucléaires peuvent étre observés en trés faible nombre.
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Figure 18: Frottis d’anoestrus (cliché Alain Fontbonne)

2.5.Les index cytologiques

Les index ont €té établis pour décrire quantitativement les images cellulaires visualisées sur
les frottis et suivre plus précisément 1'évolution du frottis au cours du cycle oestral. Ils sont

similaires & ceux utilisés pour la cytologie vaginale humaine.
2.5.1.L’index Eosinophylique (IE)

2.5.1.1. La définition

Il s'agit du pourcentage de cellules réellement kératinisées (i.e. squames, cellules
superficielles nucléées et de grandes cellules intermédiaires kératinisées) par rapport a celles
qui pourraient I'étre mais ne le sont pas (ie. grandes cellules intermédiaires
polychromatophiles et basophiles). Ne sont pas prises en compte les petites cellules

intermédiaires et les cellules parabasales (29).

L’IE est calculé par la relation suivante :

Nombre de cellules acidophiles

IE = x loo

Nombre de cellules basophiles

(Sans les petites cellules intermédiaires et les cellules basophiles)
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2.5.2.1’index caryopycnotigue (ICP)
2.5.2.1. La définition

L’ICP se base sur la quantité en cellules superficielles présentant un noyau pycnotique.
Cette transformation nucléaire est une indication des effets des estrogénes sur la muqueuse
vaginale (29).

Il s’agit du pourcentage de cellules superficielles avec un noyau pycnotique par rapport &

celles dont le noyau est encore vésiculaire (29).

Nombre de cellules superficielles avec un noyau pycnotique

ICP= x 100

Nombre de cellules superficielles avec un noyau vésiculaire

2.5.3..’index superficiet (IS)
2.5.3.1.La définition

L’IS mesure la proportion entre les cellules des couches superficielles de 1’épithélium
vaginal (squames, cellules superficielles, grandes cellules intermédiaires) et aux cellules des

couches plus profondes (cellules parabasales et petites cellules intermédiaires) (29).

IS= Nombre de cellules des couches superficielles x100 |

Nombre de cellules des couches plus profondes

2.6.Intéréts et limites

En pratique, en raison du cofit des dosages de la progestérone plasmatique, on couple ces

dosages avec la réalisation de frottis vaginaux.

Ainsi, on utilise les dosages de progestérone & bon escient et il est inutile de débuter les
dosages tant que la chienne est toujours en pro-cestrus, 4 moins que I’on ait des doutes ou des
difficultés & interpréter les autres tests (chienne présentant des chaleurs atypiques- ne perdant
pas de sang a la commissure vulvaire- refusant systématiquement 1’accouplement & toute

periode- montrant une kératinisation trés précoce des frottis vaginaux bien avant 1’ovulation

26:



CHAPITRE 2 Frottis vaginaux et cytologie vaginale

ou au contraire une évolution incompléte de ces mémes frottis qui n’atteignent jamais un

aspect caractéristique de frottis d’cestrus).

De méme les dosages de progestérone ne permettent pas de déterminer la fin de la période
de fécondabilité ; dans ce cas, le frottis vaginal est beaucoup plus utile car il peut montrer des.

signes avant-coureurs de métcestrus indiquant que la chienne n’est plus fécondable.

En outre ; les frottis vaginaux reste aléatoire. Les catégories cellulaires ne correspondent en
fait qu’a un découpage réalisé sur un phénomene se réalisant de maniére continue. Il est ainsi
délicat de distinguer la fin du preestrus du début de 1 cestrus .Les changements dans 1
épithélium vaginal sont due a [ imprégnation oestrogénique et non a I évolution de la
progestérone. Le frottis donne donc une indication approximative du moment de 1 ovulation.
La kératinisation maximale peut apparaitre 4 jours avant | ovulation ou méme trois jours plus
tard. Et méme si 1 cestrus se détermine de facon relativement aisée, Taradach montre la

difficulté de dater exactement le moment de 1 ovulation.

Ramette met en évidence plusieurs phénoménes importants pour le suivit des chaleurs. Il
apparait que I’analyse d un frottis vaginal ne devrait pas étre réalis€é de maniére isolée et
nécessite un suivi des chiennes. L utilisation -d.une autre méthode de-détection complétant 1
¢tude des frottis semble judicieux. Les deux parametres les plus intéressants dans 1 étude des
frottis sont I’indice éosinophilique pouvant cerner la période fertile et 1 apparition du
méteestrus. Les frottis vaginaux, bien qu’utiles pour fixer la période de fertilité de la chienne
et donc le moment de l.insémination, ne sont donc que des indicateurs trés médiocres du

moment de 1’ovalation,
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II- ETUDE EXPERIMENTALE
IL1. Objectifs

La détermination du moment de saillie est une opération délicate. Le suivi de chaleurs par
frottis vaginaux est un procédé simple et peu onéreux a pour but de déterminer
approximativement le moment optimale de la saillie.

Cette ¢tude a pour objectif de pousser 1 exploitation des frottis vaginaux par la recherche d
un ou plusieurs critéres cytologiques nous permettant de déterminer les différentes phases du

cycle en limitant les dosages de progestérones donc limite les frais.

I1.2. Matériel et méthode
IL.2.1.Les animaux

Les chiennes incluses dans 1’étude appartient essentiellement a des éleveurs (amateurs et
professionnels)sont de différentes races regues en consultation a la clinique du département
vétérinaire BLIDA qui est I'unr des centre spédagogique s consacre par I université Saad
Dahlab pour les étudiants afin d’investir leur informations théorique .

En effet, nous n’avons pas étudi¢ les dossiers de chiennes puisque ils ont été recues pour
différents motif de consultations autre que la réalisation des frottis vaginalés et nos

prélévements ont €t€ aléatoire juste pour la détermination des phases du cycle cestrale.

IL.2.2.Choix de I’échantillon
L’¢tude porte sur observation des frottis vaginaux réalisés sur une période s’étalant de
novembre 2011 jusqu’a juin 2012 Pour augmenter la précision des résultats, nous nous
devidns de travailler sur un échantillon de taille suffisante.15 frottis vaginaux seulement
avaient réalisés pendant cette période. Par ailleurs d’autres. frottis. vaginaux ont dft étre
supprimés de notre étude Cela a été effectué au fur et 4 mesure de la lecture des lames
Quatre frottis ont ét¢ éliminés car ils étaient illisibles :
0 Par manque de coloration globale,
O Par exces d’un des colorants
U Par une technique défectueuse de coloration (les colorants n’étaient pas mélangés ;
ceci entrainait des plages acidophiles et des plages basophiles).
deux lames avaient été égarées. On peut imaginer que lorsqu’une lame n’était pas présente au
sein d’une boite complete, c’est qu’elle avait été brisée. Par ailleurs 4 lames avaient disparues

Au final, c’est 7 lames qui ont ét¢ analysées.
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II-3 .Méthode
IL.3.1.1.°observation des lames

Les lames ont ét¢€ visualisées a 1’aide d’un microscope binoculaire muni d’un oculaire d’un
grossissement de 10. Quatre objectifs étaient disponibles, d’un grandissement respectif de x4,
x10, x40, et x100. Les grossissements

Indiqués par la suite représentent ceux du microscope. Les frottis visualisés au
grossissement (x10), (x40) dans leur totalité.

Ceci nous donnait Ies informations suivantes :

O La coloration majoritaire du frottis (acidophilie ou basophilie) ;

O La concentration cellulaire.

D’autres données ont €té notées méme si elles n’ont pas €té prises en compte pour les
résultats finaux. Il s’agit de la présence d’érythrocytes et de PNN ainsi que I’aspect du fond
du frottis. On n’a pas pu visualisées les lames au grossissement plus fort (x100) en raison la

non disponibilité du I’huile d’immersion.

I1.3.2. La classification des cellules
Nous avons choisi de classer les cellules en fonction de deux paramétres : leur morphologie

et leur affinité tinctoriale.

IL.3.2.1 Les cellules parabasales
Leur morphologie a ét¢ décrite dans la partie bibliographique. Nous avons rencontrés des

cellules parabasales arrondies et allongées. Elles étaient toujours basophiles.

11.3.2.2 Les cellules intermédiaires

La distinction entre petites et grandes cellules intermédiaires n’a pas été effectuée. Les
cellules appartenant a cette classe, sont de taille variable, mais leur cytoplasme est nettement
visualisable et le noyau bien rond.

Nous avons défini deux types cellulaires en ne nous basant que sur leur affinité tinctoriale.
Les premiéres sont les cellules intermédiaires basophiles (IB). Leur noyau ainsi que leur

cytoplasme sont enti¢rement bleuté.
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Les secondes sont les cellules intermédiaires polychromatophiles (IPC). L’expression de la

progressivement la périphérie du cytoplasme de maniére plus ou moins concentrique,réguliére
et continue. Font partie de cette catégorie les cellules contenant a la fois une coloration
acidophile et une coloration basophile.

Les cellules les plus basophiles de cette catégorie sont celles dont le noyau est acidophile
mais avec un cytoplasme basophile.

Les cellules les plus acidophiles sont presque entiérement rouges cependant des zones de

leur périphérie sont encore nettement basophiles.

IL.3.2.3 Les cellules superficielles

1l s’agit des cellules acidophiles avec un noyau pycnotique, et des squames.

Pro-oestrus (Gx40) Oestrus (Gx40) Post-oestrus (Gx40)
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Conclusion

Notre étude expérimentale montre qu’il est possible d’optimiser 1’ utilisation des frottis
vaginaux dans le cadre d’un suivi de chaleur correctement réalisé en s appuyant sur des

critéres suffisamment objectifs pour repérer la période optimale de fécondabilité.

La méthode des frottis vaginaux, est une méthode fiable a précision limitée, elle exige
néanmoins la préparation minutieuse des prélévements, et la connaissance préalable des type

cellulaires présents sur des lames .son cout abordable favorise son utilisation en pratique.

Sur le plan scientifique, cette étude s incére beaucoup dans le cadre de sensibilisation aux
particularités du cycle cestrale de la chienne.la connaissance de la physiologie de la
reproduction, et les problémes poses par la particularité représente la premiére étape vers sa

maitrise

En outre, ce travail est accompagne d un support vidéo simplifiant la technique de
réalisation des frottis vagimaux qui pourraicnt rendre service aux futurs praticiens vétérinaires,

dans tel cadre, cette étude revét toute son importance.
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ANNEXE 1 : Exemples de frottis vaginaux

& -.-mm«ww

LINA (Gx10)

CINDY (Gx40)

DIANA (Gx40)

DIANA-2 (Gx40)

DIANA-2 (Gx40)




ANNEXE? : Le matériel utilisé

Boite de pétri

Gant

GIEMSA

MICROSCOPE
OPTIQUE




ANNEXES3 : Quelques chiennes utilisées en expérimentation

(Spears : 3ans - Wini :8ans )







ANNEXE 4 : FICHE ANALYTIQUE POUR FROTTIS VAGINAL

Numeéro du frotti Date de prélévement Nom de la chienne
......... Y U —
COMMEMORATIFS
Etat de la vulve Atrophié Normale tuméfié
Nature de I'écoulement Tarie Séreux Muqueux sanguinolent
Signe d’amantea Positif Négatif
Autres signes
Date desaillie ... Y Suspicion Gestation
Couleur de I’écouvillon Blanc Rose Rouge Maron

OBSERVATION AU MICROSCOPE GROSSISSEMENT X40 ET/OU X100

Fond du frottis Claire Granuleux Mugueux
Richesse en cellules Trésriche Riche Pauvre Trés pauvre
Répartition des cellules Dispersés En amas Isolés
Tendance tinctoriale Basophile Acidophile Mixte
Réussite de la coloration Mauvaise Bonne

Nature des artefacts

OBSERVATION AU MICROSCOPE GROSSISSEMENT X400
Mucus Absent Peu abondant Abondant
Cellules Superficielles entiérement Kératinisés
Cellules Superficielles partiellement Kératinisés
Cellules parabasales
Cellules parabasales en colonne
Cellules intermédiaires basophiles
Cellules intermédiaires polychromatophiles
Cellules de metoestrus
Cellules lysées
Hématies
Polynucléaires
Cellules de la fosse clitoridienne
Cellules néoplasigues
Spermatozoides
Bactéries

LES INDICES CYTOLOGIQUES
Indice éosinophile
Indice caryopicnotique
Indice superficile

DIAGNOSTIC CYTOLOGIQUE

........................................................................................................................................................................

........................................................................................................................................................................
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