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ETUDE DU CYCLE (ESTRAL CHEZ LA CHIENNE :
Application des frottis vaginaux et du dosage de la progestérone
au suivi des chaleurs

RESUME :

La reproduction canine se distingue de la reproduction des autres espéces domestiques

par les particularités physiologiques de I’ovulation, de la maturation ovocytaire et du
développement embryonnaire.

Cette ¢tude du cycle cestral de la chienne, & caractére analytique, représente un essai
comparatif de deux marqueurs de chaleurs. Elle a pour objectifs d’évaluer la précision de
chacun d’eux, et de rechercher les critéres permeitant d’améliorer leur utilisation pour

déterminer la période optimale de fécondabilité, tout en accommodant les facteurs temps et
deépenses.

Dans un premier temps, I"auteur rappelle les principales particularités de la
physiologie de la reproduction chez la chienne. Ensuite, il décrit les différentes méthodes déja

mises en ceuvre dans la littérature pour réaliser un suivi de chaleurs dans le but de déterminer
la période optimale de fécondabilité.

Dans un second temps, I"auteur réalise un suivi de chaleurs pour seize chiennes par
application de la méthode des frottis vaginaux (coloration de Harris-Shorr) associée a la
mesure de la concentration de la progestérone plasmatique (dosage radio-immunologique).
Parmi Peffectif suivi, neuf chiennes ont présentées leurs chaleurs durant la période du 29-05-
2006 au 31-08-2006. Une analyse des résultats a été effectude et montre que la majorité des
chiennes {§8.9%) présentent une évolution de chaleurs conforme au standard général.

En outre, Pauteur a accompli une étude statistique comparant les paramétres
cytologiques, & savoir les taux cellulaires d’acidophilie aux mesures de la progestérone
plasmatique. L utilisation d’un test statistique a permis d’établir I’étude de la corrélation.

MOTS CLES: REPRODUCTION, CYCLE (ESTRAL, CHALEURS, OVULATION,
PERIODE FERTILE, PERIODE DE FECONDABILITE, FROTTIS VAGINAUX,
PROGESTERONE, CHIENNE, CARNIVORES DOMESTIQUES.



STUDY OF THE ESTRUS CYCLE OF THE BITCH:
Application of vaginal smears and progesterone assay to follow
heat

ABSTRACT:

Canine reproduction is different from reproduction of other domestic species with the
physiologic particularities of ovulation, oocyte maturation and early embryonic development.

This study of the estrus cycle of the bitch, with analytic character, represents a
comparative attempt of two markers of heat. The mean objectives are to evaluate precision of
each of them, and look for criteria in order to ameliorate their utilisation in the assessment of
the optimal period of fertilization, by way of accommodating the factors time and price.

First, the author has reminded us about the genital and sexual particularity of the bitch.
Then, he described the different methods already done on literature to follow heat, in order to
determinate the optimal period for fertilisation.

Secondly, the author achieves a heat follow for sixteen bitches by applying vaginal
smears (Harris-Shorr coloration) and assaying the plasmatic progesterone concentration
(radio-immuno-assay). Among the bitches followed, nine of them express heat during the
period from 29-05-2006 to 31-08-2006. An examination of results has been done and showed
that the majority of bitches (88.9%) presents a heat evolution conform to the general standard.

By the way, the author accomplished a statistic study. He compared the cytological
parameters, exactly acidophilic cellular rates, with progesterone plasmatic concentration. The
utilisation of a statistic test made possible the study of correlation.

KEY WORDS: REPRODUCTION, ESTRUS CYCLE, HEAT, OVULATION, FERILE

PERIOD, FERTILIZATION PERIOD, VAGINAL SMEARS, PROGESTERONE, BITCH,
DOMESTIC CARNIVOES.
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GLOSSAIRE

Une cellule ou une zone cellulaire est acidophile lorsqu’elle présente une
affinité sélective pour un colorant qui est sous forme anionique (la partie
colorante est chargée négativement). Parmi les colorant acides les plus
utilisés : 1'éosine, "orange G, la fushine acide, le bleu d’aniline et le vert
lumiére [ALLIET et LALEGERIE 1997].

»
En échographie, I’artefact est une représentation a ’image qui ne correspond
pas a la réalité de I’objet imagé [MAI 1999b].

A Tinverse 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 molécule dont la partie colorante présente des
charges positives. Un tel colorant aura la faculté de colorer des structures ou
des zones cytoplasmiques riches en charges négatives comme les acides
nucléiques par exemple. Parmi Ies colorants basiques : le bleu de toluidine et
le bleu de méthyléne [ALLIET et LALEGERIE 1997].

Dérivé de I'ergot de seigle, c’est une substance a effet anti-prolactine.
Véritable agoniste de la dopamine, elle est responsable de l'effet PIF
(Prolactin  Inhibiting Factor). Son indication majeure en médecine
vétérinaire est le tarissement de la lactation de pseudogestation chez la
chienne [ALLIET et LALEGERIE 1997].

Dérivé du stilbéne, c’est I’cestrogeéne de synthése le plus utilisé en médecine
veterinaire en raison de son haut pouvoir cestrogéne [FONTAINE et
CADORE 1995].

Molécule de faible poids moléculaire peu ou pas antigénique [PRELAUD et
al. 2002].

Elément chimique ayant le méme numeéro atomique qu’un autre élément,
mais un nombre de masse différent. Les divers isotopes d’un méme élément
peuvent avoir des propriétés différentes. Beaucoup, obtenus artificiellement,
sont radio-actifs; mélangés aux atomes naturels, ils permettent de
« marquer » les molécules et de les suivre dans leurs transformations. Les
principaux isotopes radio-actifs employés en médecine sont: I'iode, le
calcium et le phosphore [LAROUSSE 1966].



INTRODUCTION

INTRODUCTION

En matiere de reproduction canine, et selon la majorité des publications, un choix
inappropri¢ de la saillie ou de I’insémination artificielle est la cause majeure d’infertilité. En
effet, les saillies sont souvent programmeées a un mauvais moment, représentant de loin la plus
fréquente cause d’infertilit¢ dont I'incidence peut représenter de 40 & 80% des cas
[FELDMAN et NELSON 1996, GUERIN et al 1997, JOHNSTON et al. 2001,
FONTBONNE 2005 et 2006].

Et comme la chienne est une espéce mono-cestrienne (qui ne présente qu’une seule
période de chaleurs par cycle), a un intervalle inter-cestral physiologiquement trés long,
oscillant entre 3.5 et 13 mois [CONCANNON 1993], les périodes de chasses sont espacées de
maniére a accentuer cet état d’infertilité.

Les particularités de la chienne, encore peu étudiées, pourraient expliquer a elles
seules beaucoup de problémes rencontrés dans la conduite de la reproduction en élevage
canin. En effet, contrairement & ce qui est observé chez les autres femelles de mammiféres
domestiques, au moment de I’ovulation, I’ovocyte est encore bloqué a un stade immature (en
prophase I, stade vésicule germinative), et il ne poursuit sa maturation ovocytaire qu’une fois
dans I"oviducte, durant 48 a 72h aprés Iovulation [TSUTSUI 1989, FONTBONNE et al.
2004, REYNAUD et al. 2005a).

Cette « maturation extra-folliculaire » est & I’origine d’une importante « variabilité
dans la période de fécondabilité » car les ovocytes ne sont pas fécondables immédiatement

apres ’ovulation, mais bien plus tard une fois atteignant le stade mature (métaphase II)
[FONTBONNE et @/. 2004, REYNAUD et /. 2005a].

Le manque de compréhension des particularités de la physiologie de la reproduction
chez la chienne, a fait que la conduite de la reproduction soit menée de maniére subjective,
basée essentiellement sur I’observation de signes externes des chaleurs tel que 1’écoulement
de sang. Mais, depuis les années 80, la recherche scientifique s’est penchée sur I’étude
clinique du cycle cestral ce qui a amélioré considérablement nos connaissances relatives.
Alnsi, des protocoles de suivi de chaleurs basés sur des marqueurs fiables du cycle cestral de
la chienne ont fini par étre mis en ceuvre pour déterminer avec précision cette période fertile.

Au cours de la partic bibliographique de ce travail, nous allons exposer les
particularités physiologiques propres & la chienne, qui la distinguent des autres femelles de
mammiferes domestiques, et qui participent 4 son retard en termes de biotechnologies de la

reproduction. Ainsi que les différents moyens tant objectifs que subjectifs déja mis au point
pour suivre ses chaleurs.

Dans un deuxieme temps, et au cours de la partie expérimentale, nous allons tenter de
mettre en application un protocole de suivi de chaleurs, basé sur une association de critéres
objectifs (I’examen des frottis vaginaux et le dosage de la progestérone plasmatique) a

’examen gynécologique classique des chiennes, afin de déterminer sa période optimale de
fécondite.
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CHAPITRE 1. APPAREIL GENITAL DE LA CHIENNE

CHAPITRE 1. APPAREIL GENITAL DE LA CHIENNE :

L’appareil génital de la chienne est Jocalisé en région pelvienne, mais également trés
largement, dans la cavité abdominale puisque les ovaires n’ont pas migré caudalement dans
cette espece et restent positionnés en regard du pdle caudal des reins. La disposition

anatomique de cet appareil génital offre quelques particularités anatomiques. [BARONE
1990, BURDAS et al. 1994]

1.1.Représentation générale :

L’appareil génital de la chienne (cf fig. 1.1), comme chez tous les vertébres
supérieurs, est constitué de trois sections (glandulaire, tubulaire et copulatrice):

1.1.1.Le bassin :

Le bassin de la chienne est cylindrique, aplati dorso-ventralement et a forte inclinaison
pelvienne.

Il est soutenu a I"état frais par les ligaments larges, ayant une forme en demi cercle,
tls sont orés amples e presentent au niveau de leurs faces externes une duplicature séreuse le
lignment rond [BARONI 1986, DERIVAUN et ECTORS 1980].

1.1.2. Section glandulaire :

Comportant une paire de gonades : les ovaires (du latin Ovarium, de Ovum, oeuf) :
localisés tres en avant, en position mi-abdominale, contre le rebord caudal du rein
correspondant, a I"aplomb de la 3°-4° vertebre lombaire et plaqués contre la paroi abdominale
latérale. Les ovaires de la chienne sont de petits corps de tissu conjonctif grisdtre de 2 cm, de
forme ellipsoide, enfermés dans des bourses ovariques presque entierement closes
(constituces par le mésovarium, le ligament propre de l'ovaire, la Jimbria ovarica et le
mésosalpinx), plus ou moins graisseuses suivant la race et I’age, ce qui rend difficile leur
visualisation lors d’une intervention chirurgicale. [McDONALD 1969, SOKOLOWSKI 1973,

GRAU et WALTER 1975, BARONE 1990, VAISSAIRE 1977, DERIVAUX et ECTORS
1980].

1.1.3.Section tubulaire :
Comprend les oviductes et I’utérus.

1.1.3.1. Oviductes ou trompes utérines :

Difficilement mis en évidence & I’examen direct car logés dans les bourses ovariques,
les oviductes sont extrémement courts (4 & 7.6 cm), €troits, peu sinueux, s’ouvrant
directement par un pavillon frangé et plissé, en regard de ’ouverture interne de la bourse
ovarique. Ils contournent ensuite le péle antérieur de 1’ovaire pour se terminer par une étroite
fente dans la cavité utérine. Ainsi, on parlera rarement chez la chienne de ligature des trompes
- opération qui n’est guere réalisable dans cette espéce - mais de ligature des cornes utérines.

vLes oviductes sont le lieu de la fécondation, et ils acheminent 1’ovule fécondé vers
Putérus. [ALTMAN 1962, McDONALD 1969, VAISSAIRE 19771. 1
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Fig. 1.1: Appareil génital de la chienne (d’aprés Barone 1990)
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1.1.3.2.Utérus ou matrice :
Organe de la gestation, I’utérus de la chienne se divise en trois parties (cf. figure 1.1):

1.1.3.2.1. Les cornes utérines (cornua uteri) :

Situées totalement en région abdominale, les deux cornes utérines forment la partie la
plus développée de I"utérus de la chienne, lui donnant la forme en “V™; elles sont trés longues
et gréles, mesurant chacune 10 a 15cm de long pour un peu moins d’un centimétre de large
chez un animal de taille moyenne, avec un calibre uniforme sur toute leur longueur, mais

effilées a leurs extrémités antérieures [ALTMAN 1962, McDONALD 1969, VAISSAIRE
1977].

1.1.3.2.2. Le corps utérin (corpus uteri) :

Ayant un réle principalement au moment de la mise bas; il est étroit et trés court (3 4 4
cm) par rapport aux cornes, d’ou la qualification « utérus bipartite ». Il est avec les cornes

étiré suivant I’axe longitudinal de 1’organisme [ALTMAN 1962, McDONALD 1969,
VAISSAIRE 1977].

1.1.3.2.3. Le col utérin (cervix uteri) :

Situé en regard du détroit antérieur du bassin, c’est un trés court cylinq;g d’environ 2
cm de long [ALTMAN 1962, McDONALD 1969, VAISSAIRE 1977], de consistance
caoutchouteuse mais ferme, et qui fait légérement saillie latéralement de fagon trés
dissymétrique car le fornix est pratiquement inexistant sur la face dorsale, mais réalise
ventralement un véritable cul de sac de 4 4 8 mm de long, d’ou 1’aspect souvent décrit en
« nez de tanche » de cette région. |(cf. figure 1.2) .

L’ostium est entouré de franges engrainées, il donne accés a un canal court, étroit et
rectiligne, positionné obliquement d’avant en arriére et du haut vers le bas, appelé « canal
‘cervical », de ce fait, il est trés difficile de le franchir avec un instrument introduit par le
vagin. [PINEDA et al. 1973, VAISSAIRE 1977, DERIVAUX et ECTORS 1980,

ANDERSON et ANDERSON 1994, FELDMAN et NELSON 1996, FONTBONNE 1997,
TAINTURIER et a/. 2003].

Fornix Portion vaginale du col

Canal cervical
Corps de _—

I'utérus et

Fig. 1.2 : Particularités anatomiques du col utérin chez la chienne : schéma d’une coupe longitudinale

médiane du canal cervical. A- chez de nombreuses espéces ; B- chez la chienne (d’apres Feldman et
Nelson 1996).
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1.1.4. Section copulatrice :

Comprend le vagin et la vulve, ces derniers forment un conduit impair recevant

I'organe male (pénis) lors du rapprochement sexuel, et donnent passage au nouveau-ne lors de
la mise bas.

1.1.4.1. Le vagin :

Comme c’est le vagin qui accueille le pénis en érection lors du coit, il est trés profond
(12 & 15 cm chez un animal de taille moyenne) et trés volumineux sur sa partie caudale, puis
se rétrécit en région para-cervicale. 1l se caractérise par un vestibule long (5 @ 6 cm) dont
I>orientation oblique dorso-ventralement est pratiquement verticale, et fait une sorte de coude
avec le reste du vagin, beaucoup plus horizontal (cf. figure 1.3).

La paroi du vagin est facilement mobilisable en raison des nombreux plis
longitudinaux qui, d’apreés Pineda et al. (1973), permettent a la lumiére 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 postérieure d’un sphincter qui se resserre tres
fortement en arriére de la verge du méle ce qui permet de maintenir 1’érection plus longtemps
et de déclencher des contractions fortes du vagin favorisant la remontée des spermatozoides a
travers le col.

Sur le plafond du vagin se situe un repli longitudinal proéminent appelé « pli dorso-
médian post-cervical du vagin » (cf. figure 1.3), lors de I’examen au spéculum, il est percu
comme une fissure ventrale qui a longtemps été prise pour I’ostium externe du cervix, d’ou le
nom de « pseudo-cervix » donné a cette région. D’apres Pineda et al. (1973), ce pli pourrait
avoir un role dans le transport du liquide séminal au travers du cervix.

Fig. 1.3 : Représentation schématique du vagin de la chienne.
A- vue ventrale de la paroi dorsale ; B- vue latérale d’une section sagittale. 1- longueur du vagin et de

la vulve ; 2- longueur du plis post cervical dorso-médian ; 3- profondeur du plis post cervical dorso-
médian (d’aprés Pineda et al. 1973).
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Sur le plancher du vagin et prés de la vulve se localisent le méat urinaire et la fosse
clitoridienne, cette derniére forme un cul de sac plus ou moins profond suivant les chiennes,
et dans laquelle est logé le clitoris [BOURDELLE et BRESSOU 1953, PINEDA 1973,
VAISSAIRE 1977, FONTBONNE 1995 et 1997].

La connaissance anatomique précise du vagin est indispensable afin de réaliser des
prelevements de cellules vaginales dans de bonnes conditions (cf. § 4.1.2.4.).

1.1.4.2. L.a vulve :

Séparée du vagin par un rudiment d’hymen, la vulve de la chienne est composee de
deux lévres verticales reliées par un capuchon vers le haut, et une commissure aigue et
pendante vers le bas. Le dénivellement entre la commissure ventrale de la vulve et le col de
I"utérus atteint plusieurs centimétres; la commissure est en effet trés nettement en dessous du
niveau de la symphyse pelvienne, alors que le col est situé dorsalement a cette derniére.
[BOURDELLE et BRESSOU 1953, VAISSAIRE 1977, TAINTURIER et al. 2003].

1.1.5. Appareil mammaire :

Les mamelles sont étendues du pubis au thorax en deux colonnes paralleles, bien
séparées par un large sillon médian. En moyenne une chienne possede 5 paires de mamelles
(de 4 a 6 paires selon la taille de la race) dont 2 pectorales, 2 abdominales et 1 inguinale.
Chaque mamelle a la forme d’un cone court et obtus, avec en général la paire inguinale plus
développée que les autres. 11 arrive cependant qu’une mamelle manque ou que les mamelles
de droite ou de gauche ne soient pas exactement en face I*une de 1’autre.

Les tétines (ou tétons) sont perforées de 8 & 20 orifices MICTOSCOpIques
[BOURDELLE et BRESSOU 1953, VAISSAIRE 1977, DERIVAUX et ECTORS 1980].

L.2. Particularités histo-cytologiques du vagin :
Le vagin est un canal musculo-membraneux, une coupe histologique au niveau de sa

paroi met en évidence, de la périphérie vers la lumiére, trois couches - une séreuse (ou

adventice), une musculeuse et une muqueuse [GRAU et WALTER 1975, MAILLET et
CHIARASINI s.d.].

1.2.1.1.a séreuse :

Elle est constituée par un tissu conjonctif richement infiltré par des vaisseaux sanguins
et des nerfs.

i.2.2.L.a musculeuse :

Elle est constituée par une fine couche de fibres musculaires lisses longitudinales et
une fine couche de fibres musculaires lisses circulaires située vers la lumiére.

1.2.3.La muqueuse :

La muqueuse est dotée de replis rugueux longitudinaux qui permettent une
augmentation du diametre vaginal pendant la période d’abtivité sexuelle.

L ¢épithélium vaginal est de type pavimenteux stratifié non kératinisé ou épithélium
« malpighien » (cf. figure 14). Une couche de cellules germinatives non glandulaires,
reposant sur une lame basale se stratifie en période d’activité sexuelle, et donne naissance a
plusieurs couches de cellules, qui se chargent en kératine au fur et & mesure de I’augmentation
du taux d’cestradiol plasmatique [GRAU et WALTER 1975, VAISSAIRE 1977, MAILLET et
CHIARASINI s.d.]. Cette kératinisation pourrait, selon Linde et Karlsson (1984), avoir un
role protecteur de la muqueuse vaginale lors de ’accouplement.
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CHAPITRE 1. APPAREIL GENITAL DE LA CHIENNE

Lataste a mis en évidence, chez la femelle de Rongeurs, la transformation périodique
de I’épithélium vaginal, en rapport avec le cycle cestral. Ainsi il établit en 1892 une loi du
« rythme vaginal », selon laquelle on trouve en période d’activité cestrogénique, depuis
’assise germinative vers la lumiére utérine, des cellules parabasales, des cellules
intermédiaires (issues de la différenciation des cellules parabasales), puis des cellules
superficielles [LATASTE 1892, VAISSAIRE 1977].

Selon Schutte (1967) les différentes couches cellulaires représentent les trois stades de
maturation physiologique : la prolifération, puis la différenciation et enfin ’exfoliation
[SCHUTTE 1967, VAISSAIRE 1977].

1.2.3.1 Les cellules basales :

Elles sont a I’origine de toutes les autres cellules de 1”épithélium vaginal. Elles bordent
la lame basale de la muqueuse vaginale et, normalement, ne s’exfolient pas.

1.2.3.2. Les cellules parabasales :

Ce sont de petites cellules épithéliales de 10 a 20 pm, elles ont une forme
généralement ronde et uniforme, avec un noyau rond et volumineux et un cytoplasme peu
abondant; le rapport nucléo-cytoplasmique est donc élevé. [SCHUTTE 1967, OLSON et al.
1984, CONCANNON et DIGERGORIO 1986, GUYANT 1988, VAUGHAN 1996,
FELDMAN et NELSON 1996, JOHNSTON et a/. 2001]

Ce type cellulaire est mis en évidence a I’examen du frottis vaginal [LATASTE 1892,
SCHUTTE 1967, VAISSAIRE 1977] (cf. § 4.1.2.4.) grice a I’affinité de son cytoplasme aux
colorants basiques. [NEVEUX 1999, FONTBONNE et GUERIN 2003].

Les cellules parabasales peuvent contenir des polynucléaires neutrophiles dans leur
cytoplasme, Shutte en 1967 les nomma « cellules métcestrales » car elles n’apparaissent pas
pendant 1’cestrus mais se voient chaque fois que les neutrophiles sont présents. Elles seraient
témoin de la propriété phagocytaire de 1’épithélium vaginal.

Les cellules parabasales peuvent également contenir des vacuoles cytoplasmiques,
elles sont nommees a ce moment 1a « cellules spumeuses ». Leur rdle n’est pas connu.

' 2 va 58 %{; |
Fig. 1.4: Coupe histologique d’une portlon de T eplthehum vaginal. (d’aprés la Division d’histologie
du département de médecine de 'université de Fribourg).
1. lame basale, 2. Cellules germinatives (ou basales), 3. Cellules parabasales, 4. Cellules
intermédiaires, 5. Cellules superficielles.
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CHAPITRE 1. APPAREIL GENITAL DE LA CHIENNE

1.2.3.3. Les cellules intermédiaires :

Ces cellules représentent les différentes étapes de maturation cellulaire. Elles

présentent, en consequence, de trés grandes variations de taille et de forme. Schutte en 1967
(cf. figure 1.5) a défini les deux sous-types suivants

1.2.3.3.1. Les petites cellules intermédiaires :

Ce sont les cellules épithéliales dont le diamétre est supérieur & 20um, leur forme varie
de rond & anguleux mais la plupart sont ellipsoides. Le noyau est encore bien rond et bien
visible. Son diametre représente de 30 4 35 % de celui de la cellule.

La coloration cytoplasmique reste basophile. Le noyau peut commencer & prendre une
l€gere teinte acidophile

1.2.3.3.2. Les grandes cellules intermédiaires :

Ce sont les cellules épithéliales dont le diamétre est supérieur a 30um. elles sont
plates, et présentent un contour anguleux. Le noyau est de taille normale, visible et encore
fonctionnel. En effet, elles représentent ’assise cellulaire la plus superficielle qui a accés aux
nutriments mais comme elle est trop éloignée de la lame basale, elle ne peut assurer une
fonction nucléaire correcte. Le diamétre nucléaire represente moins de 35%, et peut ne
correspondre qu’a 15% du diamétre cellulaire.

Leur cytoplasme peut afficher soit une basophilie, soit une acidophilie (soit les deux).
Le noyau, lui est toujours acidophile.
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Fig. 1.5 : Classification des cellules de 1’épithélium vaginal suivant le processus de maturation
(d’aprés Schutte 1967).
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CHAPITRE 1. APPAREIL GENITAL DE LA CHIENNE

1.2.3.4. Les cellules superficielles :

Elles sont nommées ainsi en raison de leur position au sein de 1’épithélium vaginal (cf.
figure 1.5). Elles représentent les plus grandes cellules épithéliales avec un diamétre compris
entre 30 et 75 um.

Elles se caractérisent par des contours cellulaires irréguliers, anguleux et plissés lui
donnant un aspect de « pétale de mais » ou de « feuille morte », et par un noyau pycnotique
ou méme absent [FONTBONNE 1996¢, FONTBONNE et GUERIN 2003].

Elles sont également appelées « cellules kératinisées ». En effet, le phénoméne de
keratinisation est li¢ a la dégénérescence qui transforme les cellules d’un épithélium
malpighien en cellules mortes. Ceci est reflété par la pycnose nucléaire. Les cellules ne
possédant pas de noyau sont également appelées « squames ».

L’ensemble de ces cellules est mis en évidence grace a I’affinité du cytoplasme,
chargée en kératine, pour les colorants acides. L’intensité de la coloration croit en fonction du
stade de dégenérescence. Globalement plus la cellule est sénescente, plus I’acidophilie sera
marquée [NEVEUX 1999, FONTBONNE et GUERIN 2003].

C'est ce type de cellules qui offre une protection a 1’épithélium vaginal lors de
I"accouplement.

Ces différentes cellules épithéliales, en plus d’autres cellules se trouvant dans la
lumiere du vagin tel que les cellules sanguines et les bactéries, sont mises en évidence par la
technique des frottis vaginaux. La réalisation du prélévement, son interprétation et son intérét
pour le suivi du cycle cestral de la chienne seront détaillés au cours du paragraphe 4.1.2.4.
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CHAPITRIS 2. LETUDE DU CYCLE ESTRAL DE LA CHIENNE

CHAPITRE 2. ETUDE DU CYCLE &STRAL DE LA
CHIENNE :

Chez la chienne, I’appareil génital présente au cours de toute la période d’activité
sexuelle des modifications structurales, qui se produisent toujours dans le méme ordre et
reviennent a intervalles périodiques suivant un rythme bien défini [VAISSAIRE 1977,
DRIANCOURT et LEVASSEUR 1991].

Ces modifications, connues sous le nom de « cycle cestral » commencent au moment
de la puberté et se produisent tout au long de la vie de la chienne [DRIANCOURT et
LEVASSEUR 1991] sans étre interrompues par la gestation [DERIVAUX 1971, VAISSAIRE
1977], elles dépendent de I’activité fonctionnelle de I’ovaire, elle-méme tributaire de I’action
hypothalamo-hypophysaire [VAISSAIRE 1977, DRIANCOURT et LEVASSEUR 1991].

2.1.La puberté :

La puberté¢ correspond au début de I’activité cyclique des ovaires, elle s’annonce
cliniquement chez la chienne par la survenue des premiéres chaleurs.

L’apparition de la puberté se manifeste selon les races de fagon plus ou moins précoce,
elle survient lorsque la femelle a atteint les deux tiers de son poids adulte; ce qui correspond
a un dge de 6 4 9 mois pour les races naines, et de 12 a4 18 mois pour les races géantes (on
admet des valeurs extrémes de 4 mois pour les plus précoces, et jusqu'a 24 mois quant aux
plus tardives). [VAISSAIRE 1977, FONTBONNE 1996¢c, MORAILLON et al. 1998,
FONTBONNE et a/. 2000, CHAFFAUX et BAZILE 2001].

Les facteurs péristaltiques tel que le climat ou la nutrition n’ont guere d’effet sur
I"apparition de la puberté [DERIVAUX et ECTORS 1980]. Cependant, la taille de la race est
le principal facteur déterminant, ce qui explique la puberté précoce chez les petites races, et
tardive chez les grandes races [FONTBONNE et a/. 2000].

Les premieres et parfois les secondes chaleurs de la chienne peuvent apparaitre trés
modifiées, on parle de : '

Chaleurs silencieuses (silent-heats ou still-heats) : trés souvent, les premiéres
chaleurs sont caractérisées par la discrétion de leur expression clinique. Soit que les
manifestations cestrales soient frustes (peu de saignement vulvaire par exemple), ou méne

inapergues. Les premiéres chaleurs visibles n’apparaissent que plusieurs mois plus tard
€voquant a tort une puberté retardée.

Chaleurs disjointes (split-heats): il arrive qu'a la puberté plusieurs périodes de
chaleurs, accompagnées ou non d’ovulation, s’enchainent a 2 ou 3 reprises a intervalles
rapprochés d’une semaine a deux mois.

Ces phénoménes propres 4 la jeune chienne ne sont pas pathologique, et n’auraient
apparemment aucune consequence en terme de fertilité ultérieure [FONTBONNE et al. 2000].

Une fois pubere, la chienne présente tout au long de sa vie adulte une activité

ovarienne cyclique, ce que nous allons exposer ci dessous.
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CHAPITRE 2. ETUDE DU CYCLE (ESTRAL DE LA CHIENNE

2.2. Généralités — Définitions :

La chienne est une espéce mono-cestrienne non saisonnée et a ovulation spontanée,
c'est-a-dire qu’elle ne présente qu’une seule période de chaleurs par cycle, durant laquelle
I’ovulation se produit indépendamment de la saison et en absence du méle.

Chez des mammiferes d’élevage (vache), des petits rongeurs de laboratoires (rat,
souris, hamster) et des primates, les cycles peuvent se succéder toute 1’année.

Par contre, chez les mammiféres sauvages et divers mammiféres domestiques dont la
chienne, pendant toute une partie de 1’année, I’activité ovarienne reste inapparente et aucun
cycle ne se manifeste. La période annuelle de reproduction est ainsi trés réduite car le nombre
de cycles est limité.

' En effet, la chienne présente le cycle sexuel le plus long de toutes les femelles
domestiques (180 jours). En raison de la durée de ce cycle et de la durée relativement courte
de la gestation (58 & 63 jours), la succession de deux cycles n’est pas modifiée par la
fécondation [SMITH et REESE 1968, ANDERSEN et SIMPSON 1973, VAISSAIRE 1977,
DRIANCOURT et LEVASSEUR. 1991].

Le cycle sexuel de la chienne, tel qu’il a été décrit par Heape en 1900, se divise en 4
périodes correspondant aux différentes phases d’activité de Iovaire :

1. Pro-cestrus (9 jours): période de maturation folliculaire (phase folliculinique).

2. (Estrus (9 jours): période de maturité folliculaire suivie de 1’ovulation. (le pro-
cestrus et Pcestrus  correspondent aux chaleurs, clest-d-dire a 1’état
physiologique des femelles de mammiféres qui les pousse a rechercher
I"accouplement. On parle également de femelles en chasse ou en rut)

(8]

Meéteestrus (60 jours): période de formation et de fonctionnement du corps
jaune avec installation d’un état pré gravidique de I’utérus (phase lutéale).

4. Ancestrus (125 jours): période de repos sexuel correspondant a la lutéolyse.
Cette phase est particuliérement longue chez la chienne (4 4 5 mois).

Heape avait défini le dicestrus d’autres espéces animales comme la phase du cycle
cestral qui est immédiatement suivie par le procestrus. D’apres cette définition, le dicestrus ne
se manifeste pas chez la chienne dont la phase lutéale était suivie de ’ancestrus et non du
procestrus [HEAPE 1900, VAISSAIRE 1977].

L’inter-cestrus, n’étant pas une phase du cycle cestral, a été défini par Brion en 1973
comme etant la période qui sépare deux cestrus successifs.

L inter-cestrus est trés variable selon les races. Alors que la majorité des races
expriment deux cestrus par an, certaines races comme le Berger Allemand ou le Rottweiler ont
fréquemment des chaleurs rapprochées tous les quatre mois ou quatre mois et demi. D’autres
races plus primitives, tel que le Basenji d’Afrique, le Dingo d’Australie ou les chiens croisés
loups sont bien connues pour n’extérioriser qu'une période de chaleurs annuelle
[FONTBONNE 1996¢, FONTBONNE et a/. 2000, CHAFFAUX et BAZILE 2001].

Dans notre étude, on adoptera la classification de Heape. Toutefois, pour chaque phase
seront décrites non seulement les modifications comportementales et cliniques, mais aussi
celles concernant I'appareil génital interne de part sa structure et la régulation de son
fonctionnement (c'est-a-dire les modifications histo-physiologiques et hormonales).
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CHAPITRE 2. ETUDE DU CYCLE (ESTRAL DE LA CHIENNE

2.3. Modifications au cours des différentes phases du cycle astral :

Au cours des paragraphes suivants, les différentes phases du cycle cestral seront
abordées avec plus de détail.

Pour chaque phase on va s’intéresser, d’abord aux divers comportements sexuels
manifestés par la chienne principalement vis-a-vis du male, et par la suite, & 1’évolution des
multiples signes cliniques. Les phénoménes touchant I"appareil génital interne seront exposés
dans la section modifications histo-physiologiques. Et enfin, la derniére section sera consacrée
aux processus hormonaux régulateurs des différentes modifications étudiées.

2.3.1. Le pro-cestrus :

La durée moyenne du procestrus est de 9 jours mais peut aller de 4 4 15 jours selon
Vaissaire (1977), de 0 a 17 jours, selon Olson et al. (1991), de 5 a 20 jours selon Fontbonne
(1996c¢) et de 3 a 16 jours selon Chaffaux et Bazile (2001).

2.3.1.1. Modifications comportementales :

Le pro-cestrus est marqué par le fait que la chienne attire les males grice aux
phéromones dégagés dans les urines et les sécrétions utéro-vaginales. Cependant, elle n’est
pas réceptive 4 la saillie et elle peut méme présenter des signes d’agressivité envers les males
en refusant tout contact. Plus on approche de Icestrus, plus la chienne recherche ses
congeneres. Elle peut méme essayer de chevaucher d’autres femelles, et si elle laisse un mile

la chevaucher, elle ne permet pas pour autant la saillie. [FONTBONNE 1996¢, CHAFFAUX
et BAZILE 2001].

2.3.1.2. Modifications cliniques :

Le debut des chaleurs est en général annoncé par un gonflement cedémateux de la
vulve et du périnée, une forte congestion ainsi que de profonds replis au niveau du vagin et
surtout un €coulement sanguin & la commissure inférieure de la vulve issu de I’hyperhémie
physiologique de I’utérus.

Cependant, ces signes n’apparaissent pas sur toutes les chiennes. Certaines femelles en
particulier ne présentent pas du tout d’écoulement de sang. D’autres ne perdent pas du sang
des le début réel du pro-cestrus. Ceci peut induire en erreurs lors de I"appréciation de la vitesse

de progression des chaleurs, conduisant & une mauvaise programmation des accouplements
[FONTBONNE 1996¢].

2.3.1.3. Modifications histo-physiologiques :

Les ovaires deviennent cedémateux et augmentent de volume, un certain nombre de
follicules mirissent en surface [LESBOUYRIES 1949]. En effet, au moment de I’entrée en
chaleurs (pro-cestrus), de petits follicules mesurant de 1 a2 1.5mm de diamétre sont présents
sur I"ovaire et commencent leur croissance terminale, atteignant 1.5 & 5mm 4 la fin du pro-
cestrus, alors que la concentration de progestérone sérique est inférieure & Ing/ml.

Chez la chienne, comme ¢’est le cas pour tous les Canidés, il existe une particularité
spécifique : la lutéogenése est initide durant la phase de pro-cestrus par une lutéinisation pré-
ovulatoire du follicule cavitaire, conduisant & une synthese précoce de progestérone grace a
une réorganisation complexe des cellules folliculaires en cellules lutéales [FONTBONNE et
al. 2000, REYNAUD et al. 2005a].

Ces cellules lutéales, comme dans les autres especes, se chargent en graisse colorée
par un pigment caroténoide, la lutéine, qui donne sa couleur au corps jaune. Cependant, chez
la chienne, ce dernier prend une couleur plutdt rosée [VAISSAIRE 1977].
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CHAPITRE 2. ETUDE DU CYCLE (ESTRAL DE LA CHIENNE

L’oviducte est turgescent, trés congestionné, et son épithélium présente des cellules
hautes. Le pavillon des trompes devient plus volumineux. [LESBOUYRIES 1949,
VAISSAIRE 1977].

L’utérus est volumineux, turgescent et dur. Sa muqueuse, devenue congestionnée et
hémorragique, laisse s’échapper des hématies & travers I’endometre a I’origine de
I’écoulement sanguin révélateur du pro-cestrus. Son épithélium présente des cellules élevées
avec prolifération de nombreuses glandes endométriales [LESBOUYRIES 1949,
VAISSAIRE 1972, VAISSAIRE 1977].

En début de pro-cestrus, la sécrétion d’cestrogenes par les follicules en maturation
induit une multiplication intense des cellules de I’épithélium vaginal, ainsi que leur
différenciation (cf. figure 2.1). L’épithélium vaginal apparait macroscopiquement plus épais
et cedémateux. A I’examen microscopique, les cellules dites « intermédiaires » apparaissent
(cf. § 1.2.3.). Elles recouvrent rapidement les cellules parabasales. Plus le pro-cestrus avance,
plus les cellules vaginales se différencient. Elles se chargent en kératine, deviennent
anguleuses, en aspect de « pétale de mais » ou de « feuille morte ». Le noyau devient petit et
dense (pycnotique). On parle alors de «cellules superficielles» [SCHUTTE 1967,
VAISSAIRE 1977, FONTBONNE 1996¢, DRIANCOURT et LEVASSEUR 1991].

Au niveau des mamelles, le systeme excréteur du lait (les canaux galactophores) se
développe.
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Fig. 2.1 : Evolution de I’épithélium vaginal en fonction du stade physiologique (d’aprés Fontbonne et
Guerin 2003)

ATTABA Amina ' 14



CHAPITRE 2. ETUDE DU CYCLE (ESTRAL DE LA CHIENNE

2.3.1.4 Modifications hormonales :

La reprise de I’activité sexuelle en fin de phase d’ancestrus est liée a une augmentation
de la fréquence des pulses de libération de I’hormone hypothalamique GnRH (Gonadotrophin
Releasing Hormone), responsable de I’activation de 1’axe hypothalamo-hypophysaire et de la
synthése des gonadotrophines hypophysaires, en particulier ’hormone folliculo-stimulante
(FSH) qui induit la croissance des follicules ovariens et le retour en chaleurs de la femelle
[OLSON et a/ 1991, FONTBONNE et a/. 2000].

La croissance des follicules ovariens s'accompagne d’une sécrétion accrue
- d’cestrogénes, notamment de 17 B-cestradiol, pour aboutir & un pic de sécrétion en fin de pro-
cestrus. La valeur qui correspond au pic d’cestradiol oscille entre 30 et 70pg/ml. Mais la
montée de son taux circulant dans les jours qui précédent ce pic n’est pas linéaire et s’effectue
en « dents de scie » (pics et creux de sécrétion au cours d’une méme journée). Il est donc
difficile d’apprécier la qualité de la maturation folliculaire grace a un seul dosage d’cestradiol
(cf. §4.1.2.5) [OLSON et al. 1991, FONTBONNE et af. 2000].

Les taux sanguins de LH (Lwreinising Hormone) restent aux environs des chiffres de
base pendant la plus grande partie du pro-cestrus, pour atteindre un taux maximal entre 10 et
22ng/ml environ 12 4 24 heures aprés le pic d’cestradiol. Contrairement 4 ce qui est observé
chez d’autres especes, le pic préovulatoire de LH s’étale sur une période relativement longue
de 24 a 96 heures (contre 8h par exemple chez la vache).

La progestéronémie reste basse avant et au début du pro-cestrus. Son taux sérique
s’¢éleve apres le pic de sécrétion d’eestradiol, concomitant ainsi avec la chute rapide du taux
d’cestradiol, pour atteindre, selon Concannon (1993), une concentration de 3ng/ml au moment
du pic de LH (cf. figure 2.2) [OLSON et a. 1991, FONTBONNE et a/. 2000].

Ainsi, le pic de LH est souvent considéré comme le point central du cycle de la
chienne, a partir duquel les événements sont datés (JO), en raison de son rdle dans le
déclenchement de I’ovulation et de sa concomitance avec Paugmentation du taux de
progestérone. En pratique, I’imminence du pic de LH pourrait étre estimée grice a des
mesures répetees de taux de progestérone (cf. § 4.1 .2.5) [REIMERS et al. 1978, OLSON et «/.
1991, FONTBONNE et a/. 2000].

La testostéronémie augmente aussi a la fin du procestrus et pendant I’cestrus, et peut
approcher les taux qu’on observe chez les males. On ne sait pas encore si cette augmentation
refléte simplement une stéroidogenése ou si elle joue un rdle dans les processus
physiologiques normaux (cestrus comportemental, prolifération des tissus cibles) [OLSON et
al. 1991].

Les taux sanguins de I’hormone folliculostimulante (FSH) sont au plus bas a la fin du
procestrus. Le pic de sécrétion de la FSH se produit en méme temps que celui de la LH
[OLSON et al. 1991, FONTBONNE et «/. 2000]. Cependant, une étude récente [GIER et al.
2006] avancerait que le pic de sécrétion de la FSH s’étalerait sur une période équivalant au
triple du pic de LH, et qui serait due & une demi-vie plus longue de la FSH par rapport 4 la
LH. En effet, le mode de glycosilation différe de sorte que la LH soit éliminée de la
circulation sanguine plus rapidement que la FSH. Ceci se traduirait par une concentration
plasmatique moyenne de la FSH significativement différente avant et apres le pic
preovulatoire de LH.

Chez la chienne, peu d’informations sont disponibles concernant les taux sanguins de
la prolactine, certainement en raison de ses multiples formes moléculaires qui peuvent circuler
a des niveaux en dessous du seuil détectable par les méthodes de dosage actuelles. Encore que
I’¢tude de Jones et al. (1976) ait montré une poussée de la prolactine vers la fin du procestrus
coincidant peut étre avec le pic du 17 B-cestradiol qui se produit & ce moment [REIMERS et
al. 1978, OLSON et a/. 1991, GOBELLO et a/. 2002, LEE et al. 2006].
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CHAPITRE 2. ETUDE DU CYCLE (ESTRAL DE LA CHIENNE

2.3.2. L cestrus :

La durée moyenne de I’cestrus est de 9 jours mais peut aller de 4 & 9 jours selon
MeDonald (1969) et Vaissaire (1977), de 3 a 21 jours selon Olson et al. (1991), de 3 4 30
Jjours selon Fontbonne (1996¢) et de 4 a 12 jours selon Chaffaux et Bazile (2001).

2.3.2.1.Modifications comportementales :

L eestrus est caractérisé par la recherche et I’acceptation de I’étalon par la chienne. 11
se vérifie par stimulation de la région périnéale, la femelle adopte une position de lordose
(vousse le dos en relevant la croupe), reléve sa queue de coté et s’immobilise. On dit que le
signe « d’Amantéa » est positif [FONTBONNE 1996¢c, CHAFFAUX et BAZILE 2001].

2.3.2.2. Modifications cliniques : #

Pendant I"cestrus, I’cedéme vulvaire est & son maximum, la muqueuse vaginale devient
rose péle et les replis s’affaissent [CHAFFAUX et BAZILE 2001].

L’¢coulement sanguin diminue puis cesse, il sera remplacé par un écoulement peu
abondant, jaundtre et un peu muqueux. Toutefois, chez certaines chiennes ou dans certaines
races principalement, on n’observe pas ce phénomene et les femelles perdent alors du sang
tout au long de leurs chaleurs [DUFRAISSE 1952, VAISSAIRE 1977, FONTBONNE
1996¢].

2.3.2.3. Modifications histo-physiologiques :

Pendant la période d’cestrus, plusieurs follicules ovariens atteignent la maturité. Leur
diametre augmente pour atteindre la taille pré-ovulatoire, soit en moyenne 5 a 7mm
[ANDERSEN 1973, REYNAUD et al. 2005a]. Au moment de I’ovulation, de nombreux
follicules ovariens contiennent plusieurs ovocytes, on ignore cependant si ces « follicules
poly-ovocytaires » atteignent 1’ovulation et si oui, s’ils expulsent plusieurs ovocytes ou un
seul [REYNAUD et a/ 2005a].

L ovulation de tous les follicules n’est pas un processus synchrone et ce phénoméne
peut durer pendant 36h [BOYD et a/ 1993, REYNAUD et o/ 2005a]. En plus, malgré
I"existence d’un pic de LH déclenchant I’ovulation, I’ovocyte est expulsé de son follicule & un
stade diploide encore immature, le stade vésicule germinative (VG); il compléte sa maturation
dans I’oviducte, durant 48 a 72h [TSUTSUI 1989, FONTBONNE et al. 2000].

Les oviductes sont tuméfiés et I’hypertrophie est 4 son maximum. L’épithélium
présente des cellules cylindriques ciliées et des cellules glandulaires, dont 1a pleine activité est
observeée dés le début des ovulations [LESBOUYRIES 1949, VAISSAIRE 1977].

La muqueuse utérine s’épaissit et le myometre devient ferme, turgide et présente des
contractions spontanées. Le col est ouvert, il laisse s’échapper les écoulements utérins
devenus de couleur jaune paille [LESBOUYRIES 1949, VAISSAIRE 1977].

En fin de pro-cestrus, moment ou la sécrétion d’cestrogénes par les follicules est
maximale, la muqueuse vaginale apparait anguleuse, plissée, et n’est plus du tout cedématiée.
Sur un plan microscopique, cela s’explique par une kératinisation maximale des cellules
vaginales. L’épithélium est recouvert par 12 a 20 couches de cellules dont les plus
superficielles sont complétement cornifiées et anucléés (cf. figure 2.1). On parle alors de
cellules kératinisées ou de « squames », qui sont en fait un stade ultime de différenciation des

cellules superficielles (cf. §.1.2.3.) [SCHUTTE 1967, VAISSAIRE 1977, FONTBONNE
1996a, DRIANCOURT et LEVASSEUR 1991].
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2.3.2.4 Modifications hormonales :

Le comportement réceptif caractéristique de I’cestrus apparait en général dés le pic de
LH, clest-a-dire aprés que le taux sanguin du 17 B-eestradiol diminue et que la
progestéronemie augmente suite au phénomene particulier de lutéinisation préovulatoire des
follicules ovariens.

Ainsi, on considére que la poussé préovulatoire de la LH se produit le premier jour de
PPeestrus, elle est due au feed-buck positif exercé par I’cestradiol sur I’hypophyse. L ovulation
survient environ 30 & 48h plus tard [FONTBONNE et a/. 2000]. La fin de I’cestrus
comportemental survient 6 a 10 jours apres le pic de LH.

Chez toutes les chiennes, quelle que soit leur race, on considére que 1’ovulation s’est
produite lorsque le taux circulant de progestérone dépasse 5 & 10ng/ml [FONTBONNE et al.
2000]. Les variations raciales ou individuelles du taux de progestérone au moment de
I’ovulation restent toutefois mal connues.

Il semble en outre que le niveau de sécrétion de la progestérone varie assez largement
pendant la période optimale de fécondabilité, il serait compris, selon Fonthonne et al. (2000),
entre 14ng/ml et 40ng/ml.

Les particularités physiologiques et hormonales de la période péri ovulatoire, pour leur

importance, seront traitées avec plus de détails ultérieurement dans un chapitre a part (cf.
Chapitre 3).

2.3.3.Le metcestrus :

Conventionnellement, on regroupe sous le terme « méteestrus » la phase de la fin de la
mise en route du corps jaune (métaestrus sensu stricto) et la phase d’état de celui-ci (dicestrus),
les deux étant le plus souvent confondus chez la chienne.

La durée moyenne du méteestrus est d’environ 60 jours d’aprés Vaissaire (1977) et
Fontbonne (1996), et peut aller jusqu’a 90 jours pour Chaffaux et Bazile (2001).

2.3.3.1. Modifications comportementales :

Du point de vue comportemental, le début du métcestrus se marque comme le premier
jour ou une chienne refuse le male aprés [’cestrus. Elle peut présenter alors un excés
d’agressivité, mais peu a peu elle redevient calme, 11 n’est pas rare que la chienne présente,
plus le meteestrus avance, de I"anxiété et un comportement maternel proche de celui d’une

chienne gestante, on parle alors de « grossesse nerveuse » ou de « pseudogestation »
[FONTBONNE 1996, CHAFFAUX et BAZILE 2001].

2.3.3.2. Modifications cliniques :

Pendent le métaestrus, 1'cedéme vulvaire disparait et la muqueuse vaginale reprend son
aspect lisse et sa coloration péle. Les écoulements vulvaires sont en genéral taris, cependant,
certaines chiennes, peuvent présenter aprés les chaleurs et pendant quatre & cing jours, une
reapparition de pertes sanguines 4 la vulve. Celles-ci sont en général foncées et plus ou moins
glaireuses, filantes et nauséabondes. Elles correspondent 4 la période de menstruation chez les
Primates.

Au bout de trois semaines ou d’un mois, on observe chez certaines chiennes non
gestantes un ¢largissement du ventre, particuliérement en arriére des cotes. On peut souvent
noter également un durcissement et une turgescence des tétines. Ce phénoméne peut
s'exacerber au cours du deuxiéme mois et étre marqué par un gonflement des mamelles et
parfois méme une sécrétion de lait. Ce phénoméne, dénommé suivant les cas pseudogestation

grossesse nerveuse) ou lactation de pseudogestation (lactation nerveuse) n’est que
I"exagération d’un processus normal [FONTBONNE 1996, CHAFFAUX et BAZILE 2001].
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2.3.3.3. Modifications histo-physiologiques :

Chez la chienne, il n’y a pas de formation de corps jaune hémorragique en association
avec l'ovulation, peut étre du fait de la lutéinisation importante qui se produit avant
I"ovulation. Par ailleurs, du fait que les cellules de la théque interne pénétrent dans la
granulosa, le tissu lutéal, composé de différents types cellulaires, est hétérogéne [VAISSAIRE
1977].

La phase lutéale de la chienne gestante est similaire & celle de la chienne non fécondée
car le corps jaune a une durée de vie particuliérement longue, qui est indépendante du devenir
de 'ovocyte [FONTBONNE et al. 2000, CHAFFAUX et BAZILE 2001].

Le corps jaune représente la source unique de progestérone pendant toute la gestation
(absence de relais placentaire), et curieusement il reste fonctionnel, malgré de trés 1égéres
différences, chez la chienne non gestante [FONTBONNE et al. 2000, CHAFFAUX et
BAZILE 2001].

Ainsi, chez la chienne contrairement aux ruminants, porcs et chevaux, les facteurs
lutéotropes (la prolactine et indirectement la LH) sont uniquement des hormones
antehypophysaires d’origine maternelle. Le placenta ne secréte pas d’hormone gonadotrope et
la présence de I’embryon dans I’utérus ne modifie pas la sécrétion progestéronique ovarienne
[LEVASSEUR 1983, RONSIN et BERTHELOT 1996].

L oviducte connait une involution tubaire progressive, 1’activité ciliaire, glandulaire et
musculaire diminue [LESBOUYRIES 1949, VAISSAIRE 19771

L utérus présente un endométre épais car la prolifération épithéliale se maintient, avec
apparition de nombreux plis et développement des glandes. Le col se referme, et le myométre
retourne a une phase de repos [LESBOUYRIES 1949, VAISSAIRE 1977].

Pendant le méteestrus, 24 heures aprés le dernier jour d’acceptation du coit,
I"épithélium vaginal se dédifférencie et son épaisseur diminue (cf. figure 2.1). L activité de
régéncration de [’épithélium est marquée par la présence de nombreuses cellules
inflammatoires, au premier rang desquelles figurent des polynucléaires neutrophiles,
caractéristiques de cette phase [SCHUTTE 1967, VAISSAIRE 1977, FONTBONNE 19964,
DRIANCOURT et LEVASSEUR 1991].

Le développement des glandes mammaires, chez les femelles gestantes et
pseudogestantes, intéresse essentiellement le systéme sécréteur des acini.

2.3.3.4 Modifications hormonales :

La progestéronémie continue & augmenter pour atteindre un taux maximal de 15 3
80ng/ml entre 15 a 25 jours aprés le pic de LH. Elle amorce ensuite une décroissance
progressive qui se poursuit pendant 5 4 6 semaines. Les profils de la progestérone sont trés
rapprochés pour les chiennes gravides et pour les chiennes non accouplées [NETT et al. 1975,
REIMERS et a/. 1978, OLSON et al. 1991, LEYMARIE et MARTAL 1991], ainsi que pour
celles qui ont ét¢ hystéréctomisées [OLSON et al. 1991]. Il est donc peu probable que I'utérus
joue un réle essentiel dans le maintien ou la régression du corps jaune. La LH et la prolactine
semblent, par contre, nécessaires & un fonctionnement lutéal normal puisque la

progestéronémie décroit chez les chiennes hypophyséctomisées [CONCANNON 1993,
LEYMARIE et MARTAL 1991].

2.3.3.4.1. Chez la chienne gestante :

Le taux de progestérone qui avait atteint son maximum de sécrétion entre 15 et 25
jours apres le pic de LH tend, par la suite, légérement & diminuer, pour chuter & un taux
inférieur a 2ng/ml dans les 24 heures qui précédent la mise bas. Cet effondrement du taux de
progestérone est indispensable au déclenchement du part car il concourt 4 augmenter le
nombre de récepteurs a [’ocytocine dans le myometre [LEROYER et a/. 2002].
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[l nexiste pas de relais placentaire a la sécrétion de progestérone au cours de la
gestation, I’ovariectomie de la chienne gestante est de ce fait abortive quel que soit le stade ot
elle est pratiquée. Toutefois, le placenta de la chienne produit une hormone spécifique « la
relaxine » dont le taux devient détectable 19 & 28 jours aprés le pic de LH, ce qui permet
désormais d’¢tablir en routine un diagnostic de gestation [LEYMARIE et MARTAL 1991,
BUFF et al/. 2000].

Sous I’effet de facteurs de stimulation encore peu connus, le taux de prolactine
d’origine hypophysaire augmente dés le deuxiéme tiers de la gestation et s’éléve
significativement chez la chienne gestante (par rapport 4 la non gestante) entre le 30° et le 35°
jour aprés le pic de LH. L’antagonisme de sa sécrétion par I’administration de médicaments
antiprolactinémiants induit un avortement. La prolactinémie présente un pic au moment du
part et reste ¢levée pendant toute la période de lactation [CONCANNON 1983]

2.3.3.4.2. Chez la chienne non gestante :

Malgre de tres légeres différences, la courbe de sécrétion de la progestérone en
méteestrus  chez la chienne non gestante est similaire & celle de la chienne gestante, et se
prolonge méme un peu plus longtemps car le corps jaune demeure fonctionnel. La chute est
alors plus progressive et I’hormone peut étre dosée dans la circulation sanguine jusqu’a plus
de 70jours apres le pic de LH [LEYMARIE et MARTAL 1991, LEROYER et al. 2002].

Aucune modification évidente dans les profils de sécrétion des principales hormones
chez la chienne pseudo gestante par rapport a la femelle gravide n’a encore été démontrée, et
si le taux de prolactine est similaire dans les deux cas, la relaxine n’est en revanche sécrétée
que lors de gestation avérée [PRELAUD et al. 2002].

2.3.4. L’ancestrus :

La durée moyenne de I’ancestrus est de 125 jours, mais peut aller dans les conditions
physiologiques de 60 & 240 jours selon Vaissaire ( 1977), de 60 a 300 jours selon Fontbonne
(1996¢) et de 15 & 265 jours selon Chaffaur et Bazile (2001).

2.3.4.1. Modifications comportementales :

La chienne en ancestrus retrouve son comportement social, elle redevient calme et sans
ardeur sexuelle [FONTBONNE 1996a].

2.3.4.2. Modifications cliniques :

Aucun signe clinique notable n’est a signaler pendant la période de repos sexuel. La
vulve est petite et peu dilatée et les mamelles ont retrouvé leurs dimensions initiales.

2.3.4.3. Modifications histo-physiologiques :

Pendant I"ancestrus, les follicules primordiaux qui sont restés longtemps quiescents
entament leur croissance. Ils se transforment en follicules primaires, puis en follicules
secondaires et en follicules tertiaires, mais la différenciation folliculaire terminale n’a pas lieu
et la taille maximale des petits follicules & antrum est de 0.5 3 Imm [ANDERSEN et
SIMPSON 1973].

L oviducte reprend ses dimensions, son épithélium est plat sans cils ni glandes
sécrétoires [LESBOUYRIES 1949, VAISSAIRE 1977].

L’involution utérine dure deux mois, au bout desquels la paroi utérine s’amincit et

devient flasque. Le chorion ne contient que tres peu d’invaginations glandiformes
[LESBOUYRIES 1949, VAISSAIRE 1972, VAISSAIRE 1977].
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L ¢épithélium vaginal au repos est constitué de deux ou trois couches de petites cellules

basales et parabasales (cf. figure 2.1) [SCHUTTE 1967, VAISSAIRE 1977, FONTBONNE
1996a, DRIANCOURT et LEVASSEUR 1991].

2.3.4.4 Modifications hormonales :

Bien que depuis de nombreuses années on parle de ’ancestrus comme de la phase de
quiescence du cycle reproducteur de la chienne, des travaux donnent a penser que ni les
ovaires ni I"hypophyse ne sont inactifs pendant cette période [REIMERS et al. 1978].

En effet, I"hypophyse continue a sécréter une quantité non négligeable de FSH et, dans
une moindre mesure, de LH. La pulsatilité de cette sécrétion est toutefois faible.

Le taux sanguin du 17 B-cestradiol reste souvent élevé pendant plusieurs jours durant
I"ancestrus, mais décroit généralement quelques jours avant le début du procestrus. Ceite
decroissance semble coincider avec 1’augmentation de taux de la LH (de 10 a 15 jours avant
son pic préovulatoire).

Pendant la phase lutéale, la progestéronémie élevée inhibe toute sécrétion importante
de GnRH. Lorsque la progestéronémie baisse en fin de méteestrus, I’inhibition est levée et une
reprise folliculaire peut démarrer.

La prolactinémie évolue suivant un rythme circannuel, elle semble &tre, selon
Concannon 1886, I’une des hormones qui intervient dans la durée de I’ancestrus. 1. utilisation

de médicaments antiprolactinémiants permet ainsi d’induire des chaleurs lors d’ancestrus
prolongé [BUFF et al. 1998].
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CHAPITRE 3. OVULATION ET PERIODE DE
FECONDABILITE :

La production de gamete femelle, dénommé « ovogenése », comporte chez les
mammiféres une phase germinative, au cours de laquelle les cellules méres de la lignée
ovogenetique, les ovogonies, se multiplient activement pendant la vie feetale (cf. fig, 3.4.).

La premicre division réductionnelle de la méiose transforme ces ovogonies en
ovocytes de premier ordre (ovocytes I). Néanmoins, ils restent bloqués au stade de Ia
prophase (prophase I) jusqu’a la puberté [ARON et GRASSE 1966, VAISSAIRE 1977].

Chez la majorité des femelles de mammiféres, I’ovocyte I achéve la premiére mitose
en se transformant en ovocyte IT (n chromosomes) avec émission du premier globule polaire a
Iintérieur du follicule, et aussitdt aprés débute la seconde mitose (équationnelle). Au moment
de I'ovulation, ovocyte II est au stade mature de la meétaphase (métaphase II) lorsqu’il est
expulsé du follicule et la fécondation peut donc avoir lieu [VAISSAIRE 1977].

Chez la chienne, par contre, I’ovocyte est expulsé de son follicule & un stade encore
immature de prophase I (stade vésicule germinative) et la fécondation ne peut avoir lieu que
lorsque les ovocytes ont atteint le stade mature métaphase II, c'est-a-dire 54 4 83 heurs apreés
ovulation [TSUTSUI 1975, REYNAUD et al. 2005a)].

La pénétration d’un ovocyte ovulé & un stade immature par un spermatozoide a
toutefois ét€ rapporté dans la littérature [VAN DER STRICHT 1923, REYNAUD et al.
2005a], et de nombreux auteurs ont décrits des fécondations d’ovocytes immatures in vitro
[MAHI et YANAGIMACHI 1976, YAMADA et al. 1992, HAY et al. 1994, SHIMAZU et
NAITO 1996, OTOI et @/. 2000, REYNAUD et al. 2005a], avec néanmoins un fort taux de
polyspermie (6 & 59 %) et jusqu’é 12 spermatozoides par ovocyte [SAINT-DIZIEZ et al 2001,
REYNAUD et al. 2005a]. Cependant, les travaux de Fontbonne et al. en 2004 ont révélé que
la fécondation d’un ovocyte immature in vive demeurait rare : sur 112 ovocytes immatures
observes dans les oviductes de 30 chiennes, prélevés de 17 4 127 h apres ’ovulation, seuls
trols ovocytes appartenant & une méme chienne, étajent
fécondés [MARSELOO et al. 2004, REYNAUD et al. 2005a].

L ovulation si particuliére de la chienne, qui produit des progestecing
ovocytes immatures, nécessitant 48 & 72h pour compléter leur
maturation [TSUTSUI 1989, FONTBONNE et al. 2004] et
donc devenir fécondables, a pour conséquence, de différer dans
le temps entre le moment de I’ovulation et la période de
fécondabilite (cf. figure ci-contre). Ces deux périodes souvent
confondues lors de 1’étude des cycles des autres femelles de
mammiféres domestiques, devront étre distinguées avec
précision pour I’étude du cycle cestral de la chienne. En effet,
décrire avec précision les particularités de ’ovulation de la
chienne, ainsi que les différents mécanismes aboutissant & la
formation d’ovocytes fécondables est nécessaire a la
compréhension de la physiologie de la reproduction canine, et
donc de toutes les applications pratiques mises en ceuvre pour
sa maitrise.

La figure ci contre schématise le moment de
I'ovulation, la période de maturation ovocytaire, et la période ,
de fécondabilité par rapport au pic de LH. 0 -10 ¢ 10 20

jours par rapport au pic do LH

ovuiations

i .
lmaturﬁt:on
l opocytare

Loproaine
w—jecondation

¥ T i 1 ¥

Fig. 3.1 Ovulation, maturation ovocytaire et période de fécondabilité
chez la chienne. (d’aprés Concannon 1983).
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3.1. L’ovulation :

La rupture du follicule de De Graff a la surface de 1’ovaire induit la libération d’un ou
plusieurs gametes femelles (ovocytes ou ovules) préts a étre fécondés. Ce phénoméne
dénommé « ovulation » se produit chez la chienne de fagon spontanée c'est-a-dire & certains
moments de sa vie, en dehors de tout coit.

Les ovulations de la chienne, tel qu’elles ont ét¢ décrites par Phémister et al. en 1973
et Vaissaire en 1977, sont a déterminisme hormonal.

Les modifications touchant les follicules qui aboutissent a I’ovulation sous contrdle
neuro-endocrinien, ainsi que les modifications touchant les ovocytes pondus seront exposeées
‘durant les paragraphes suivants.

3.1.1. Mécanismes de Povulation :

Contrairement & ce qui est observé chez la plupart des femelles de mammiféres, une
augmentation de la progestérone sérique est décelée quelques jours avant I’ovulation, avant
méme le pic pré-ovulatoire de LH. Cette « lutéinisation pré-ovulatoire » est caractéristique
des Canidés. De plus, de nombreux follicules ovariens contiennent plusieurs ovocytes
(follicules poly-ovocytaires).

Une autre particularité concerne la maturation ovocytaire. Effectivement, chez la
plupart des femelles de mammiféres, suite au pic pré-ovulatoire de LH, ’ovocyte, bloqué en
prophase I, reprend sa méiose pour atteindre le stade métaphase I A ce stade, 1’ovulation a
lieu et "ovocyte est directement apte & la fécondation. Chez la chienne, par contre, malgré
Pexistence d’un pic de LH déclenchant I’ovulation, 1’ovocyte est expulsé de son follicule 4 un
stade diploide encore immature, le stade vésicule germinative (VG); il complete sa
maturation dans I’oviducte, durant 48 & 72 h [TSUTSUI 1989, FONTBONNE et 4. 2004].

Enfin, aprés la fécondation, I’embryon reste pendant une longue période dans
I"oviducte (8 & 10 jours au lieu de 3 a 4 jours chez les autres mammiféres) et s’implante dans
"utérus 18 a 21 jours apres I’ovulation [REYNAUD et al. 2005a].

3.1.1.1. Modifications folliculaires :

Les follicules primordiaux contenant les ovocytes I et une seule couche de cellules
folliculeuses le tout entouré par une enveloppe conjonctive (membrane de Slavjenski) restent
quiescent durant la vie pré-pubertaire. Arrivés a ’age de la puberte, leur plus grand nombre
subit un processus involutif, dégénératif appelé « atrésie ». Andersen et Simpson en 1973 ont
estimé que le nombre de follicules ovariens, chez la chienne Beagle, serait 4 54j, lan et 8ans
respectivement d’environ 100 000, 70 000 et 1 500.

En période de repos sexuel, les follicules primordiaux amorcent, sous 1’action de FSH,
leur croissance pour devenir follicules primaires (unistratifiés), puis secondaires
(pluristratifiés) et enfin tertiaires (antriques ou cavitaires) mesurant 0.5 4 1 mm, ces derniers
achevent leur croissance terminale pendant la phase folliculaire pour atteindre la taille pré-
ovulatoire soit 5 a 7 mm. L’antrum grossit, et le follicule prend une forme ovalaire et se
rapproche de I"épithélium de la surface de I’ovaire (cf. figure 3.2).

En phase folliculaire, la forte activité d’aromatisation des cellules de la granulosa
permet de transformer massivement les androgénes produits par la théque interne en
cestradiol, concourant au pic d’cestrogénes.

Les cellules de la théque interne et celles de la granulosa subissent le phénomene de
lutéinisation avant 1’ovulation, on parle de « lutéinisation pré-ovulatoire ». En effet, les
cellules de la theéque interne pénétrent dans la granulosa devenue plus €paisse et constituent le

tissu lutéal, d’aspect trés hétérogéne, a 'origine de la transformation du cholestérol en
progestérone
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Au morent de I"ovulation, les theques, la tunique albuginée et I’épithélium de surface
ovarien s’amincissent par dissociation de la trame conjonctive due & I’action d’enzymes
protéolytiques libérées des lysosomes et par dissociation cellulaire. Une région avasculaire
apparait entre la théque externe et 1’épithélium ovarien. C’est le stigma. La rupture de ce
stigma laisse s’écouler le liquide folliculaire et permet ’expulsion de I’ovocyte entouré de
quelques couches cellulaires.

Chez la majorit¢ des mammiferes domestiques, une petite hémorragie constitue un
coagulum ou exsudat sérofibrineux et remplit le centre du follicule déhiscent. Des vaisseaux
sanguins viennent directement en contact des cellules folliculeuses de la granulosa, on parle
de «corps jaune hémorragique ». Cette structure n’est cependant pas retrouvée chez la
chienne [CANIVENC 1970, GIROD et CZYBA 1969, VAISSAIRE 1977].

Fig. 3.2: Schémas de I'ovaire et de ses principaux constituants réunissant sur le méme diagramme les
stades successifs du cycle ovarien (d’aprés Klein et Mayer 1963),

1 : Follicule de De Graaf, 2 : albuginée, 3 : follicule tertiaire, 4 - théque, 5 : follicule primaire en
croissance, 6 : follicule primordial, 7: corpus albicans, 8 : follicule atrétique, 9: hile, 10 : tissu

interstitiel, 11 : follicule rompu, 12 : médulla, 13 : épithélium germinatif, 14 : corps jaune, 15 : corps
jaune en régression.
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CHAPITRE 3. OVULATION ET PERIODE DE FECONDABILITE

3.1.1.2. Modifications ovocytaires :

Des modifications touchent ’ovocyte canin, et contrairement aux autres mammiféres
domestiques, se produisent en période post-ovulatoire. Elles concernent la maturation
cytoplasmique et la maturation nucléaire :

3.1.1.2.1. Maturation cytoplasmique :

La maturation cytoplasmique est définie comme étant la capacité de ’ovocyte a
permettre une fécondation monospermique normale, puis un développement embryonnaire
jusqu’au stade blastocyste [VAISSAIRE 1977].

Chez la chienne, peu de travaux ont €té effectués sur le cytoplasme ovocytaire.
Néanmoins, la migration des granules corticaux vers la périphérie est sans doute le trait le
plus marquant de la maturation cytoplasmique car elle concourt a éviter la polyspermie. Cette
migration s’accompagne d’un rassemblement des autres organites (mitochondries, appareil de
golgi) dans la zone péri-nucléaire [VIARIS DE LESEGNO et al. 2005].

Ces phénomenes sont difficilement visualisés car le cytoplasme a un aspect trés
sombre (cf. figure 3.3), plus sombre encore que dans les espéces, tel que le porc, chez
lesquelles de tels ovocytes sont classiquement décrits, et dont 1’origine serait due selon
Tesoriero (1981), a la richesse du cytoplasme canin en gouttelettes lipidiques qui
s’accumulent trés tot au cours de la folliculogenése [REYNAUD et al. 2005a].

3.1.1.2.2. Maturation nucléaire :

La maturation nucléaire est définie comme étant le passage du matériel génétique
depuis le stade diploide (2n = 78 pour le chien) de la prophase I, jusqu’au stade haploide
métaphase I1.

Chez la plupart des femelles de mammiferes, 1’ovocyte I achéve la premiére mitose
réductionnelle de la méiose en se transformant en ovocyte II (n chromosomes) a I’intérieur du
follicule miir, avec émission du premier globule polaire. Aussitot aprés débute la seconde
mitose (équationnelle). Au moment de I’ovulation, I’ovocyte II est au stade de la métaphase.

Par contre, chez la chienne, I’ovocyte est ovulé & un stade immature (prophase I, stade
veésicule germinative ou VG) et la maturation ovocytaire se poursuit dans ’oviducte (cf.
figure 3.4).

Au moment de I’ovulation, le pic de LH induit une mucification de la masse des
cellules du cumulus entourant 1’ovocyte. Cependant, les deux couches directement au contact
de la zone pellucide restent trés compactes autour de 1’ovocyte. Cette mucification incomplete
pourrait expliquer que ’ovocyte canin ne reprenne pas immeédiatement sa méiose et soit
expulsé au stade immature VG (cf. figure 3.3). Il mesure alors 100 a 120 um [ANDERSEN et
SIMPSON 1973, FONTBONNE et a/. 2004, REYNAUD et al. 2005a].

'c"

Fig. 3.3: Microphotographies de (A) ovocytes de chat et de chien; (B) ovocyte de chien entouré par de
multiples assises de cellules du cumulus; (C) ovocyte de chien aprés 48h de culture in vitro et (D)
embryons canins (48h aprés insémination) provenant d’ovocytes maturés in vitro. La barre d’échelle
= 100um (d’apres Songsasen et Wildt 2006).
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STACES OVOCYTAIRES STADES MEIOTIQUES

Celiule germinale pnmordiale

Mitoses
Ovogome Intiaton +
Leploténe
Zygoléne
Prophase | Pachyténe
Diplotene
O‘l'OC‘ﬂ(" |
Blockage -
Naissance
Croissance
Puberté
Qégenéréssence
Pic de LH - -
Ovulations
Reprise + _
Métaphase |
Anaphase | | Maturation
Telophase | | extra-
Prophase It | folliculaire
hMétaphase Il
Ovocyte |l
Blockage -
Fécondation -
Activation
Zygole Reprise «
Anaphase |
Telophase Il
Embryon Fin -

Fig. 3.4 : Les principales étapes de la vie de ’ovocyte canin, depuis la cellule germinale primordiale
jusqu’a I’embryon (d’aprés Tsutsui 1989),
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CHAPITRE 3. OVULATION ET PERIODE DE FECONDABILITE

Peu d’études ont décrit 1’évolution de 1’ovocyte durant les premiéres heures suivant
I’ovulation [TSUTSUI 1975, FONTBONNE et al. 2004, REYNAUD et al. 2005a]. La bourse
ovarique contient 2 a 3 ml de liquide et I’ovocyte est expulsé de son follicule dans cette
bourse et commence sa maturation extra-folliculaire [TSUTSUI et EJIMA 1988, METCALFE
1999, REYNAUD et al. 2005a]. Jusqu’a 48h, les ovocytes sont tous au stade VG et se situent
de la partie proximale a la partie médiane de ’oviducte. L’étude de Viaris De Lesegno et al.
en 2005 a montré que I’AMPc¢ jouerait un rble dans la poursuite de la méiose dont la reprise
serait également controlée par une autre voie, peut-étre calcique.

Quelques heures aprés ’ovulation, les ovocytes sont regroupés dans 1’oviducte et
encore entourés de quelques couches denses de cellules de la granulosa du cumulus. Ces
cellules restent étroitement liées a I’ovocyte, émettant de trés nombreuses projections
cellulaires qui traversent la zone pellucide et entrent en contact avec la membrane ovocytaire.
1l est possible que ces communications ovocyte-cumulus participent au controle de la méiose.

La premiére division méiotique reprend environ 1 jour aprés I’ovulation, et il faut
encore 2 a 3 jours pour que les ovocytes soient matures, c'est-a-dire fécondables. Les premiers
ovocytes atteignent le stade métaphase II ne sont observés que 54h apres ’ovulation. Ils
restent ensuite viables pendant 24 & 72h [CONCANNON et a/. 1983, LEROYER et al. 2002].

La maturation nucléaire passe par trois étapes successives :

1. Rupture de la wvésicule germinative: ou GVBD pour Germinal Vesicl
Breakdown. C’est le premier signe visible de la reprise de la méiose.

2. Condensation des chromosomes : les chromosomes, associés a des fragments
d’enveloppe nucléaire, connaissent une condensation croissante.

3. Blocage en métaphase II: les chromosomes quittent ensuite les fragments
d’enveloppe et s’arrangent en plaque métaphasique.

L’expulsion du premier globule polaire 48 a 72h apres I’ovulation, et la formation du
second fuseau méiotique sont les preuves que la maturation nucléaire ovocytaire est compléte.

L’observation de ce phénomeéne est toutefois rendue complexe car le cytoplasme a un
aspect noir opaque, ne permettant pas 1’observation du noyau par les techniques
classiquement employées dans les autres especes (cf. figure 3.5).

Une fois arrivé en métaphase I, I'ovocyte reste bloqué a ce stade jusqu’a son
activation par le spermatozoide [VIARIS DE LESEGNO et al. 2005, REYNAUD et al
2005a].

Fig. 3.5 : Photos d’ovocytes canins pris sous microscope a fluorescence. A : ovocyte au stade vésicule
germinative. B : ovocyte en métaphase II. La fleche indique le premier globule polaire (d’apres
Hossein et al. 2006).

3.1.1.3.Conditionnement neuro-endocrinien de ’ovulation :

En début de pro-cestrus, la FSH et la LH sont & leur niveau de base. Les rétrocontrdles
négatifs exercés sur 1’axe hypothalamo-hypophysaire sont alors levés (cf. fig. 3.6). Le centre
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CHAPITRE 3. OVULATION ET PERIODE DE FECONDABILITE

de sécrétion tonique de I’hypothalamus produit alors de la GnRH, ce qui stimule la FSH ainsi
que dans une moindre mesure la LH. Ceci permet la maturation folliculaire terminale, ainsi
que I"augmentation du nombre de récepteurs a la FSH et a la LH. Les follicules synthétisent
alors de plus en plus d’cestrogénes. Ces derniéres exercent un rétrocontrole négatif sur le
centre tonique de GnRH de I’hypothalamus et un rétrocontrdle positif sur le centre de
sécrétion phasique de GnRH. La GnRH sécrétée de fagon massive sur une période courte
entraine un pic de LH et une augmentation plus modérée de FSH précédant ”ovulation.

La FSH possede une action mitogéne sur les cellules de la granulosa en favorisant
I"expression de facteurs de croissance. Durant la phase terminale de croissance folliculaire, la
FSH stimule aussi la différenciation des cellules de la granulosa. Le taux de FSH atteint son
maximum 24 a 48 heures apres le pic de LH, soit au moment de I’ ovulation.

La LH participe a la maturation folliculaire en stimulant les cellules de la theque
interne et la sécrétion d’cestrogénes. En action avec la FSH, elle déclenche I’ovulation et
installe le corps jaune. On parle d’action de lutéinisation. Elle stimule la sécrétion de
progestérone par le corps jaune débutant, on parle de facteur lutéotrope.

Le pic de LH se maintien 24 4 72 heures et provoque I’ovulation dans les 36 & 50
heures qui suivent. Dés lors, la progestéronémie augmente pour atteindre des valeurs
comprises entre 3 et 10ng/ml au moment de I’ovulation. Ces valeurs ne cessent d’augmenter
durant la phase de mise en place du corps jaune.

3.1.2. Moment de Povulation :

L’ovulation a lieu habituellement 48h apres le pic de LH [PHEMISTER et al. 1973,
VAISSAIRE 1977, WILDT et al. 1981, CONCANNON 1983, OLSON et al. 1991,
FONTBONNE et al. 2000, LEROYER et a/. 2002], mais elle peut s’étaler sur plusieurs jours,
de 30h [FONTBONNE et a/. 2000] jusqu’a 72h aprés le pic de LH [WILDT et af. 1981,
OLSON et ¢/. 1991].

Du point de vue comportemental, le pro-cestrus et 1’ cestrus sont définis respectivement
selon le refus ou I"acceptation du mdle. La transition comportementale entre ces deux phases
peut survenir rapidement ou trés lentement, elle se produit en moyenne un jour apres le pic de
LH, mais elle peut varier dans les conditions physiologiques entre 3 jours avant et jusqu’a 5
jours apres le pic de LH [ENGLAND et CONCANNON 2002].

Comme conséquence, 1’ovulation se produit & un moment considérablement variable
par rapport au début de la tuméfaction vulvaire et de I’écoulement sanguin révélateurs du pro-
cestrus. Il en résulte Iimpossibilité de déterminer avec précision le moment de 1’ovulation en
se basant sur les critéres cliniques et comportementaux.

L’¢chec dans la détermination du moment de I’ovulation, et donc de parvenir a une
gestation durant un cycle particulier peut représenter un probléme significatif pour cette
espece. Car la chienne, rappelons-le, est mono-cestrienne & intervalle inter-cestral
physiologiquement trés long (entre 4.5 et 13 mois) [ENGLAND et CONCANNON 2002].

3.1.3. Taux d’ovulation :

La chienne est une femelle polyovulante, le taux naturel d’ovulation a ét¢ estimé par
McDonald en 1969 sur les deux ovaires entre 3 et 15 ovulations, par Vaissaire en 1972 entre 1
et 22 ovulation, par Tsutsui et Shimizu en 1975 4 5.7 + 0.3 ovulations et par Fontbonne et al.
en 2004 a 7.7 + 0.6 ovulations. De plus, de nombreux follicules ovariens contiennent
plusieurs ovocytes (follicules poly-ovocytaires). Tandis que ce type de follicules ne représente
que 0.1 & 3 % de la population folliculaire chez la femme ou la souris et 4 % chez la chatte,
on trouve jusqu'a 14 % de follicules poly-ovocytaires chez la chienne, contenant de 2 a 17
ovocytes [TELFER et GOSDEN 1987, McDOUGALL et al. 1997, REYNAUD et al. 2005a].
Les mécanismes induisant cette mise en place folliculaire originale sont encore inconnus.
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Fig. 3.6 : Régulation de la fonction gonadique chez la chienne durant le pro-aestrus et I’@strus (d’apres
Feldman et Nelson 1996).
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3.2. La période de fécondabilité :

« Jusqu’a la fin des années 80, les connaissances en physiologie de la reproduction
canine ¢taient fragmentaires et parfois mémes empiriques. Des dogmes circulaient, qui se
revélerent étre faux, comme par exemple le fait qu’une chienne serait en période de fertilité
maximale lors de la phase de transition entre la fin du pro-cestrus et le début de 1’cestrus.
Depuis un peu plus de dix ans, le développement d’équipes de recherche dans ce domaine a
permis de mettre en ¢vidence des données nouvelles et d’acquérir des connaissances plus
solides ». Fontbonne et al. 2000.

3.2.1. Définitions : fécondabilité — fertilité :

Une fois ovulés, les ovocytes canins passent par une période de maturation ovocytaire,
au bout de laquelle ils pourront étre fécondés, on parle de « période de fécondabilité ».
Toutefors, des saillies peuvent étre fertiles mémes si elles sont pratiquées bien plutét, on parle
de « période de fertilité ».

3.2.1.1. La période de fécondabilité :

La periode de fécondabilité chez la chienne, tel que décrite par England et Concannon
en 2002, correspond a la période pendant laquelle des ovocytes viables sont disponibles dans
les trompes utérines et sont suffisamment matures —c'est-a-dire des ovocytes secondaires—
pour étre fécondés par un spermatozoide. Etant donné les particularités physiologiques de la
chienne, cette période s’étend de 4 jours apres le pic pré-ovulatoire de LH jusqu’a 7 jours
apres (de 2 jours apres I"ovulation jusqu’a 5 jours apres) (cf. tableau 3.1). Dans les cas
extrémes, elle peut s’étendre jusqu’a 8 ou 9 jours (voir méme 10 jours) aprés le pic de LH,
bien qu’avec une fertilité réduite. La fertilit¢ d’ordinaire diminue trés rapidement a partir du
7° jour aprés le pic de LH, a mesure que les ovocytes subissent le processus de
dégénérescence et que le col se referme.

Eneffet, la fin de la période de fécondabilité peut étre due a la dégénérescence des
ovocyte, ou a la fermeture du col empéchant ainsi ’accés en nombre suffisant des
spermatozoides vers les trompes utérines. Ces deux phénoménes contribuent
significativement 4 la chute rapide de la fertilité. Les saillies naturelles effectudes le 8%, 9° et
10° jour apres le pic de LH aboutissent trés rarement, et si ¢’est le cas, elles s’accompagnent
par une faible prolificité. Par contre, I’insémination intra-utérine au 8¢, 9° et 10° jour aprés le
pic de LH s’accompagne par des taux de gestation nettement supérieurs (60, 60 et 20 %
respectivement), comparée aux taux de gestation faisant suite aux saillies naturelles (0 %).

C’est pourquoi, optimiser les chances de fécondation pour la chienne nécessite de la
saillir ou de I'inséminer durant la période de fécondabilité, 4 un moment qui correspond au
pic de fertilité, de préférence 4 a 7 jours aprés le pic de LH.

3.2.1.2.La période de fertilité :

La période de fertilité, telie que décrite par England et Concannon en 2002,
correspond a la période durant laquelle une saillie ou une insémination peut donner une
gestation. Cette période inclue non seulement la période de fécondabilité, mais aussi les
quelques jours qui la précédent, étant donné que le spermatozoide canin peut rester fertile
pendant plusieurs jours dans les voies génitales femelles.

En effet, le spermatozoide du chien peut survivre, une fois déposé dans les voies
genitales, plus de 5 a 6 jours avant I"ovulation, il peut méme pénétrer un ovocyte récemment

pondu, et donner ainsi un pronucléus male viable et capable de féconder 7 & 8 jours aprés le
dépot du sperme.
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On peut considérer que la période fertile peut s’étendre de 3 jours avant le pic de LH,
jusqu’a 7 jours aprés (cf. tableau 3.1). Et peut s’étaler sur une période bien plus importante si
I"¢talon possede un sperme de qualité exceptionnelle, ou que la lice posséde des ovocytes dont
la durée de vie est supérieure de un ou deux jours par rapport a la norme.

Cependant, pour plusieurs males, le sperme ne peut survivre que 1 ou 2 jours dans les
voies génitales femelles. Les saillies précoces, pratiquées avant le pic de LH donnent un faible
taux de fécondation, peut étre parce que le sperme ne devient plus capable de pénétrer
I"ovocyte apres un séjour de 2 jours dans les voies génitales de la chienne.

La période optimale de fertilité¢ avec une saillie naturelle a ét¢ estimée, de fagon
expérimentale chez des animaux hautement fertiles, depuis le jour du pic de LH et jusqu’a 6
Jours aprés (cf. tableau 3.1). Clest-a-dire & partir de 2 jours avant I’ovulation et jusqu’a 4 jours
apres. Les taux de gestation et la taille des portées ne présentent, selon cette étude, aucune
différence avec une saillie unique durant chaque jour de cette période. Les saillies plus
précoces donnent des taux plus faibles de gestation, et les saillies plus tardives qui aboutissent

de fagon exceptionnelle s’accompagnent par une faible prolificité (portée de taille réduite)
[ENGLAND et CONCANNON 2002]. '

3.2.2. Période optimale de fécondabilité :

Si la chienne accepte souvent I’accouplement pendant une longue période, pouvant
aller jusqu'a une dizaine de jours, sa période optimale de fécondabilité est plus bréve. En
d’autres termes, I’accouplement peut avoir lieu sur une longue période, mais les
spermatozoides ne seraient capables de pénétrer un ovocyte que pendant une période
restreinte [FONTBONNE et /. 2000].

La période optimale de fécondabilité, est estimée entre le 4° et le 6° jour aprés le pic de
LH (cf. tableau 3.1), ou méme légérement plus tot, le 3° jour apres le pic de LH. Et ce pour

permettre la capacitation des spermatozoides dans les voies génitales femelles [ENGLAND et
CONCANNON 2002].

Tableau 3.1 : Estimations de la période de fertilité, de la maturation ovocytaire et de la période de

fécondabilité par rapport au pic de LH et au jour de Iovulation chez la chienne (d’apreés England et
Concannon 2002).

PERIODES ' Jours depliifsrie picde LH | Jours depuis I’ovulat-ikéﬁﬂi
Période de fertilité ' -3 jusqu’a +7 | Sjusquia+s
Période de faible fertilité -3 jusqu’a -1 1 Sjusqua-3 |
Période optimale de fertilité ' Ojusqua+6 | 2 jusqua+4
Période optimale pour la o L
caillie +2 jusqu’a +6 | 0 jusqu’a +4 |
Maturation ovocy-‘taire . D . - |
. . i + + +73 :
(estimation) | 4 jusqu’a +5 2 jusqu’a +3 |
Période de fécondabilité +4jusqua+6 +2jusqu'a +4
Période de faible N o . o
fécondabilit ‘ +7 jusqu’a +9 +5 jusqu’a +7 i
~ Période optimalede | . L i
fécondabilité ‘ +4 jusqu’a +6 +2 jusqu’a +4 |
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¢ Comment déterminer la période optimale de fécondabilité ?

Suivant les races et les individus, la période optimale de fécondabilité se situe
habituellement entre 4 4 6 jours apres le pic de LH, c'est-a-dire entre 2 a 4 jours aprés le
moment de I'ovulation (cf. tableau 3.1). Cependant, il existe des variations individuelles
considerables entre la date estimée du pic de LH et la date estimée de I’ovulation. Ainsi, dans
prés de 35% des cas, les chiennes peuvent présenter des cycles courts ou longs. Et si toutefois,
il a été rapporté chez la méme chienne, dans 44% des cas, que la période optimale de
fécondabilité est différente d’un cycle & I’autre, il est légitime de s’interroger sur la date a
laquelle I'ovocyte est réellement fécondable [BUFF et SALESSE 2000].

La recherche d’une meilleure prolificité a conduit les vétérinaires & définir avec plus
d’exactitude la période optimale de fécondabilité. En effet, les échecs de reproduction sont en
majorité dus a une erreur dans l’estimation da la période de fécondabilité. Le schéma
classique décrit dans lequel la femelle est fécondable au 12° ou au 13° jour du cycle est
souvent pris en défaut [GUERIN et al. 1997]. 1l est donc nécessaire de pratiquer un suivi de
chaleurs pour juger de la période féconde d’une lice. Le suivi doit porter non seulement sur
I"anamnese et I'examen clinique, mais aussi sur de multiples examens complémentaires dont
dispose le clinicien de nos jours (cf. chapitre 4) [FONTBONNE et al. 2000].

En déterminant avec précision la période optimale de fécondabilité, le praticien est &
méme d’apporter une réponse satisfaisante aux troubles de la fertilité directement liés a une
saillie trop précoce ou trop tardive. Lorsque le nombre de saillies est limité, ou lors du
traitement de la semence par des procédés tel que la réfrigération ou la congélation, la

réalisation d’un suivi de chaleurs devient absolument indispensable [BUFF et SALESSE
2000].

3.2.3.Taux de fécondabilité :

Malgré la longue durée de fécondabilité des ovocytes canins, lorsque des oviductes
sont rinces 5 & 10 jours aprés 1’ovulation, on observe des ovocytes non fécondés/dégénérés
qui peuvent représenter jusqu’a 50 % des ovocytes/embryons collectés [BYSTED et al. 2001,
TSUTSUI et al. 2004, REYNAUD et al. 2005a]. Cette absence de fécondation, aux causes
encore inconnues, pourrait étre liée & la mauvaise qualité des ovocytes (zone pellucide
anormale par exemple) ou a une maturation trop lente [REYNAUD et al. 2005a].

Au terme de ce chapitre, on peut dire que la chienne par la particularité de son
ovulation, ne peu étre classée dans le méme rang que les autres femelles de mammiféres
domestiques. Toutes les particularités propres &4 sa physiologie cités jusque l& doivent
impérativement étre prises en compte lors de I’étude de son cycle.

En eifet, si les chaleurs de la chienne sont aisément repérables (grice & I’écoulement
de sang), la localisation du moment de 1’ovulation ou de la période optimale de fécondabilité
n’est est pas de méme. Toute intervention & ce niveau nécessite un suivi précis et rigoureux
des chaleurs, ce que nous allons voir au cours du chapitre suivant,
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CHAPITRE 4. LE SUIVI DES CHALEURS :

Le cycle sexuel de la femelle met en jeu un grand nombre d’hormones dont les
variations de concentrations sanguines modifient 4 la fois le comportement de la chienne ainsi
que I’aptitude de celle-ci a devenir gestante.

Connaitre le meilleur moment pour saillir une chienne et maitriser sa reproduction
necessite de suivre I’évolution des chaleurs. Ces hormones ainsi que leurs effets sur I’appareil
génital revétent donc un intérét pratique dans le suivi de ’ovulation.

Nous allons voir quels sont les différents moyens décrits dans la littérature afin de
déterminer la période optimale de fécondabilité.

4.1. Les marqueurs des chaleurs :

De tous temps, des critéres plus ou moins subjectifs ont servi pour repérer la période
optimale de fécondabilité. Ces critéres peu fiables, induisaient trés souvent en erreur, ¢’est
pourquoi des techniques plus objectives ont ét¢ développées.

Durant les paragraphes suivants, on va d’abord exposer les critéres subjectifs les plus
couramment utilisés, par la suite seront développées les différentes techniques mises en ceuvre
pour cerner cette période avec le maximum de fiabilité possible.

4.1.1. Critéres subjectifs :

Plusieurs critéres ont été¢ pris comme repére pour la détermination de la période
optimale de fécondabilité, mais comme ces critéres étaient retenus subjectivement, les
résultats obtenus €taient aléatoires, car ils n’étaient pas conduits de maniére scientifique.

Les critéres les plus couramment utilisés seront décrits au cours des paragraphes
suivants.

4.1.1.1. Nombre de jours apres le début de I’écoulement sanguin :

Communément, les éleveurs programment les saillies en comptant le nombre de jours
depuis le début de I’écoulement de sang révélateur des chaleurs, croyant que les chiennes
ovulent toujours aprés un nombre de jours bien déterminé. En moyenne le 12° jour des
chaleurs, ce qui conduit & saillir entre le 14° et le 16° jour. Ce critére, bien que largement
utilis€ est en fait trés imparfait. _

Des études scientifiques ont démontré qu’au moins un tiers des chiennes sont en
période optimale de fécondabilité en dehors de ce créneau classiquement cité. Ainsi, certaines
chiennes ovulent précocement, vers le 5° jour des chaleurs, et d’autres plus tardives ovulent
vers le 30° jour des chaleurs [FONTBONNE 1996¢].

Plusieurs explications sont avancées & ce sujet, d’abord le terme « chaleurs » qui
normalement regroupe les deux phases pro-cestrus et cestrus, est communément réduit 4 la
simple observation des signes externes, principalement 1’écoulement de sang. Pourtant,
certaines chiennes ne perdent de sang qu’aprés plusieurs jours par rapport au début du pro-
cestrus. Ainsi, les chiennes dites précoces, n’ovulent pas en réalité le cinquiéme jour des
chaleurs (la maturation folliculaire se produit rarement en un temps aussi bref), mais une
dizaine de jours apres le début réel du pro-cestrus.

D’autre part, I’ovulation peut se produire physiologiquement jusqu’au 30° jours depuis
le début du pro-cestrus. Cela est bien connu dans certaines races de chiennes (comme les
Lévriers) et doit étre pris en considération.

En plus, il a été démontré que I’ovulation se produit & un moment trés variable non
seulement d’une chienne a I’autre, mais également d’un cycle a I’autre chez la méme chienne.
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Ainsi une chienne qui ovule le 10° jour des chaleurs pour un cycle, n’ovule que trés rarement
au méme jour le cycle suivant.

Donc saillir entre le 14° et le 16° jour depuis le début de I’écoulement sanguin est une
pratique peu fiable, basée sur un critére subjectif qui induit trés souvent en erreur, et qui ne
peut se traduire que par I’échec [FONTBONNE 1996¢, GUERIN et FONTBONNE 1997,
ENGLAND et CONCANNON 2002].

4.1.1.2. Acceptation du male par la chienne :

Ce critere est de loin, parmi les critéres subjectifs, le moins fiable. En effet, si pour
certaines especes domestiques, le début du comportement d’cestrus peut servir pour la
determination de la période optimale de fécondabilité, il n’en est pas de méme pour la
chienne, car il y a une faible corrélation entre le comportement d’cestrus et les modifications
hormonales.

En effet, la plupart des chiennes commencent & accepter le méle 2 & 3 jours avant
"ovulation, c'est-a-dire 5 a 6 jours minimum avant la période de fécondabilité. Les saillies
effectu¢es dés que la chienne est consentante, et non renouvelées par la suite peuvent
déboucher sur des infertilités car pratiquées trop tot.

En plus, la durée du comportement d’cestrus peut étre restreinte, trés prolongés ou
méme intermittente. Ainsi, certaines chiennes n’acceptent le méile qu'une demi journée sur
toute la période des chaleurs, ce qui peut étre difficile a repérer. D’autres par contre acceptent
I"accouplement sur une longue période, qui peut dépasser une semaine, alors que les ovocytes
ne sont fécondables que 48h.

Il y a mémes des chiennes qui acceptent le méle alors qu’elles ne sont pas prétes et le
refusent au moment optimal.

Aussi, une chienne peut étre réceptive 4 certains méles et pas a d’autres au méme
moment des chaleurs, ce comportement serait dii non pas au stade physiologique de la
chienne, mais plut6ét au male qui aurait le statu de dominé.

Dongc, le fait que la chienne accepte I’accouplement ne signifie pas forcément qu’elle
est en peériode optimale de fécondabilit¢ [OLSON et a/. 1991, FONTBONNE 1996c,
ENGLAND et CONCANNON 2002].

4.1.1.3. Acceptation de la chienne par le méle :

Tester la chienne en la plagant en présence d’un méle expérimenté, qui n’accepte de
chevaucher que les chiennes prétes, peut étre un critére relativement fiable car les chiens qui
effectuent assez réguliérement des saillies acquiérent une certaine expérience.

Cependant, tous les méles sont loin de pouvoir étre utilisés de cette facon. En
particulier, des jeunes males inexpérimentés ou des chiens qui saillissent trés peu et ont de ce
fait une libido tres insatisfaite vont étre amenés a s’accoupler avec toute femelle qui leur sera
présentée, méme si elle n’est pas du tout dans la bonne période.

D’autre part, des males grands reproducteurs, qui effectuent plus d’une centaine de
saillies dans I’année, sont tellement entrainés qu’ils acceptent de saillir n’importe quelle
chienne, a la limite méme si elle n’est pas en chaleurs. A I’inverse, les males dominés, mal
socialisés ou inexpérimentés ne parviennent pas & saillir méme au moment optimal de
fecondabilite,

Dong, le fait que le mile accepte la chienne ne signifie pas qu’elle est en période
optimale de fécondabilité, ce critere ne peut étre retenu que si le méle est expérimenté, et qu’il
effectue régulicrement des saillies. Toutefois, I'utilisation de ce male pour tester une chienne
peut conduire a des saillies non désirées avec le mauvais mile [OLSON et al. 1991,
FONTBONNE 1996¢, ENGLAND et CONCANNON 2002].
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4.1.1.4. Aspect des écoulements vulvaires :

Pendant la période de I’cestrus les pertes vulvaires s’éclaircissent et se raréfient en
général (cf. § 2.3.2.2.). Ce critére est bien entendu insuffisant pour déterminer la période
optimale de fécondabilité, mais il est rare qu’une chienne fécondable perde encore beaucoup
de sang tres coloré et foncé. ,

A I'inverse, certaines chiennes et dans certaines races (de nombreuses chiennes Chow-
chow par exemple) perdent du sang tout au long de leurs chaleurs sans aucune diminution
apparente au moment optimal.

Dong, I"aspect des écoulements vulvaire peut étre utilisé chez certaines chiennes a titre
indicatif, comme il peut n’étre d’aucune utilité pour d’autres chiennes dont les écoulements

restent inchangés durant toute la période des chaleurs [FONTBONNE 1996¢, GUERIN et
FONTBONNE 1997].

4.1.2.Critéres objectifs :

Les années 80 virent se généraliser les frottis vaginaux, avant que le premier kit de
dosage de la progestérone n’apparaisse en 1991 [SAUZAY 2005]. Ces méthodes, comme
d’ailleurs celles qui consistent a mesurer la résistivité du mucus vaginal ou 4 examiner par

endoscopie les parois du vagin, sont apparues afin d’assurer un suivi plus objectif des
chaleurs.

4.1.2.1. Résistivité du mucus vaginal :

Cette technique consiste en la mesure de la conductance électrique du mucus vaginal,
qui se modifie au cours des chaleurs sensiblement en paralléle a la kératinisation de
I’épithélium vaginal. Une sonde reliée a un dispositif d’affichage électronique des résultats est
introduite au fond du vagin de la chienne en chaleurs. La mesure obtenue va augmenter au
cours du pro-cestrus, jusqu’a un maximum atteint & peu prés au moment du pic de LH, et
diminue par la suite.

En effet, lors du pro-cestrus et de I’cestrus, le développement folliculaire est
accompagné de I'augmentation de la résistivit¢ du mucus depuis la valeur de base a
"ancestrus (61 a 79 Ohm) jusqu’aux valeurs maximales de 250 & 1215 Ohm. Cependant de
grandes variabilités existent. De maniére générale, la résistance électrique diminue a la fin de
"cestrus. L’étude de Giinzel et al. en 1986 montre que la résistance électrique réagit aux
cestrogenes plus précocement que 1’épithélium vaginal. Le meilleur moment pour la saillie
coincide avec les 4 derniers jours des valeurs maximales de résistance,

Cette technique, largement utilisée par les pays nordiques pour déterminer la période
optimale de fertilité chez la renarde, a été utilisée a titre expérimental sur un nombre restreint
de chiennes. Et bien qu’elle soit simple d’utilisation, c’est une technique peu précise (ne
permet pas de détecter le pic de LH, et encore moins I’ovulation) qui nécessite un matériel
approprié, et qui peut jouer le rle de vecteur pour certaines maladies vénériennes
[FONTBONNE 1996c, ENGLAND et CONCANNON 2002].

4.1.2.2. Endoscopie vaginale :

[’endoscopie vaginale (ou vaginoscopie) est I’examen de surface de la muqueuse
vaginale. Il est effectué a I’aide d’une sonde rigide formé par un tube creux muni d’une source
de lumiéere et d’un dispositif d’insufflation (endoscope), il renferme a I’intérieur des fibres
optiques qui permettent de transmettre les images de 1’organe sur un écran. La visualisation
directe de la muqueuse vaginale sans agrandissement, en utilisant un rectoscope pédiatrique
est egalement possible. L’examen dure en moyenne 2mn. 11 s’effectue sur animal en position
debout et sans sédation.
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La muqueuse vaginale change d’aspect en fonction du climat hormonal (cf. § 2.3.).
L’endoscopie vaginale permet de mettre en évidence ces changements par 1’observation des
plis et de la couleur de la muqueuse vaginale, ainsi que I’aspect et la couleur des fluides
retenus dans le vagin, elle représente alors un moyen fiable pour définir chaque phase du
cycle.

Au début du pro-cestrus, les plis vaginaux sont larges et cedématiés, de couleur rose ou
rose/blanchétre, avec accumulation de fluides serosanguinolents entre les plis (cf. figure 4.1).
En effet, sous I’action des cestrogeénes, 1’épithélium vaginal prolifere, il est a I’origine de la
formation des plis, et couvre les capillaires sous-jacents qui ne deviennent plus visibles,
donnant la couleur blanchétre a la muqueuse.

A la fin du pro-cestrus/début cestrus, approximativement au moment de pic de LH, la
muqueuse devient anguleuse, plus dense et pale. Ces changements sont la conséquence d’un
asséchement de la muqueuse, accompagné de la kératinisation de 1’épithélium sous I’effet des
cestrogenes.

Trois 4 quatre jours aprés le pic de LH, alors que le taux d’cestrogénes continu a
diminuer rapidement, la muqueuse vaginale s’amincit, elle a une couleur créme a blanche, et
les plis s’estompent peu & peu formant de fines crétes.

Au début du méteestrus, la muqueuse est lisse, elle a un aspect hyperhémiée car les
capillaires sont de nouveau visibles.

La période fécondable est estimée en moyenne 4 jours apres le début d’amincissement
de la muqueuse vaginale [ENGLAND et CONCANNON 2002].

|

|

|

| R -
|

Fig. 4.1 : Aspect endoscopique de la muqueuse vaginale au cours des différentes phases du cycle
cestral chez la chienne (d’aprés England et Concannon 2002).

4.1.2.3. Laparoscopie :

Des laparoscopies peuvent étre réalisées a titre expérimental lors d’un suivi de
chaleurs, a fréquence de une fois toutes les 48h pendant 7 a 12jours.

Les follicules sont observés dés le début du pro-cestrus, leur développement maximum
se situe entre 5 jours avant et un jour apres le pic de LH. Douze heures avant [’ovulation, les
follicules font saillie d’environ 2 mm sur la surface ovarienne et la bourse ovarique contient 2
4 3 ml de liquide transparent. A 1’ovulation, une hémorragie est observable au point
d’ovulation et le liquide de la bourse ovarique devient rose. Douze heures aprés ’ovulation, le
point d’ovulation ainsi que la zone adjacente deviennent rouge.

Cette méthode n’est pas utilisée en pratique. Elle s’avere trés coliteuse et présente pour
’animal les dangers liés a I’anesthésie, au post-opératoire et au risque d’endommager un
oviducte lors de la section de la bourse. A cela s’ajoute des problemes d’éthique et de
protection de I’animal [TSUTSUI 1989].
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4.1.2.4. Frottis vaginaux :

Les cellules de I’épithélium vaginal, sous I’influence des eestrogenes, se modifient de
fagon périodique au cours du cycle cestral [LATASTE 1892, VAISSAIRE 1977]. Le frottis
vaginal est I’examen qui permet de recueillir un échantillon représentatif de ces cellules.

Lataste en 1892 a mis en évidence, chez la femelle de rongeurs (Ratte, Souris,
Hamster) que les différentes phases du cycle cestral entrainent des modifications
caractéristiques et constantes de I’épithélium vaginal, aisément reconnaissable par la
technique des frottis vaginaux.

Par la suite, Dufraisse en 1952 puis Schutte en 1967 ont etudi€ les techniques de
préparation, de coloration et d’examen des cellules de épithélium vaginal de la chienne qui
subissent des modifications au cours du cycle.

Dans un premier temps, nous allons décrire le principe de I’examen cytologique
vaginal. Ensuite, nous allons exposer les différentes étapes permettant I’obtention d*un frottis
vaginal exploitable pour le suivi des chaleurs. Vers la fin, nous allons nous intéresser a la

méthode d’interprétation de ce dernier, ainsi que toutes les applications pratique qu’il permet
de mettre en ceuvre.

41241, Pri'ncipe de I’examen cytologique vaginal :

La muqueuse vaginale se renouvelle a chaque cycle cestrien. En début de phase
folliculaire, la muqueuse ne comporte que quelques assises cellulaires (cf. § 1.2). Par suite des
divisions des cellules de la couche basale sous I’action de I'cestradiol, cette muqueuse
s’cpaissit. Puis les assises superficielles se kératinisent. Sous Pinfluence de la progestérone,
les divisions cessent, les cellules kératinisées desquament, les polynucléaires envahissent la
lumiére vaginale et les détruisent [DRIANCOURT et LEVASSEUR 1991].

L’examen cytologique vaginal permet de recueillir les cellules épithéliales de surface
ainsi que les cellules présentent dans la lumiére vaginale. Lataste en 1892 a décrit la
disparition compléte des leucocytes polynucléaires au début du pro-cestrus et leur réapparition
dés que I"ovulation s’est produite, ainsi que la présence exclusives de cellules kératinisées au
moment de I’cestrus. Selon les travaux de Dufraisse (1952), de Schutte (1967) et de Taradach
en 1980 sur des chiennes Beagle, les variations pendant le cycle concernent essentiellement
I’apparition des hématies durant le pro-cestrus, ainsi que la disparition des leucocytes durant le
pro-cestrus et leur réapparition dés I’entrée en méteestrus. En outre, I’augmentation de I’indice
cosinophilique (voir plus loin) atteint son maximum durant I’cestrus (0.5 a 1), ce qui indiquait
a I’époque le moment de I"accouplement. En revanche, ces mémes auteurs ont constaté que
les frottis vaginaux s’avérent pratiquement inutilisables pour diagnostiquer la gestation.

4.1.2.4.2. La technique de réalisation d’un frottis vaginal:

4.12.4.2.1. Le prélévement :

Le prélévement doit étre rapide, facile, avec un minimum d’inconfort pour la chienne,
praticable a toutes les phases du cycle et permettant d’obtenir un échantillon cellulaire
représentatif.

Le recueil de cellules exfoliées de la muqueuse vaginale peut se faire avec une spatule,
une baguette de verre, une pipette ou un écouvillon. Ces méthodes invasives présentent
I’inconvénient de rendre le prélévement douloureux pour I’animal [OLSON et ai. 1991].

4.1.2.4.2.1.1 Prélévement avec une pipette :
Une pipette remplie de sérum physiologique est introduite dans la partie caudale du
vagin en prenant soin d’éviter la fosse clitoridienne car les cellules fusiformes kératinisées qui
s’y trouvent pourraient étre prises pour des cellules epithéliales superficielles retrouvées en
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peériode cestrale. Le liquide est injecté et réaspiré a plusieurs reprises. Puis la pipette est
extraite du vagin en veillant a ne pas presser son extrémité. 1l est probable que I’intégralité du
sérum ne soit pas récoltée, mais il suffit d’une goutte pour obtenir une lame interprétable.

Une goutte est déposée a Iextrémité d’une lame de microscope. Cette derniére est
maintenue verticalement pour permettre I’écoulement du liquide sur I’ensemble de sa
longueur [PHEMISTER et a/. 1973, OLSON et al. 1991, ENGLAND et CONCANNON
2002].

Cette méthode est la moins douloureuse pour I’animal. Néanmoins, le prélévement
avec une pipette peut altérer la morphologie des cellules. En plus, la quantité de celiules

prélevées peut étre insuffisante, et donne des pourcentages peu fiables en augmentant les
indexes (voir plus loin).

4.1.2.4.2.1.2 Prélévement avec un écouvillon :

Le prélevement est simple a réaliser, néanmoins certaines précautions doivent é&tre
respectées pour éviter de biaiser ’interprétation du frottis. Les deux lévres vulvaires sont
€cartées avec le pouce et I’index, et un écouvillon est introduit dans le vagin a travers la
commissure dorsale da la vulve. Il est souhaitable d’utiliser un écouvillon en coton stérile a
usage unique, d’une longueur d’une quinzaine de centimétres. Il est nécessaire de I’humidifier
avec une ou deux gouttes de sérum physiologique, mais jamais avec de 1’eau distillée ou de
I"eau du robinet qui pourrait altérer les cellules (si 1’écouvillon n’est pas humidifi¢, le coton
collecte du mucus, ce qui peut géner 1’étalement du prélévement).

L’utilisation d’un spéculum n’est pas indispensable, sauf qu’il faut prendre garde a ne
pas buter dans la fosse clitoridienne. Mais comme ’aspect des cellules en région vestibulaire
serait différent de celui des cellules de la région antérieure du vagin. England et Concannon
(2002) recommandent I’utilisation du spéculum, qui garantit alors que les cellules prélevées
proviennent bien de cette région.

L’introduction de I’écouvillon sur 15¢cm pour une chienne de taille moyenne est
obligatoire. Surtout qu’au niveau de la zone caudale du vestibule, I’épithélium pourrait &tre
moins sensible aux variations hormonales; ceci a été démontré chez la femme [SCHUTTE
1967], mais pas encore mis en évidence chez la chienne. Les manipulations dans le vagin
cranial peuvent étre douloureusement ressenties par certaines chiennes.

Fig. 4.2 : Technique d’écouvillonnage chez la chienne (d’aprés Johnston et al. 200 L);

Le tiers postérieur du vagin est presque vertical chez la chienne (cf. § 1.4.) : au départ,
I"ecouvillon est donc introduit presque verticalement sur la partie dorsale du vestibule afin
d’éviter tout traumatisme du méat urinaire (cf figure 4.2). Il est ensuite basculé
horizontalement et introduit délicatement le plus profondément possible. Quelques rotations
sont réalisées en appliquant une certaine pression afin de prélever les cellules de I’épithélium
vaginal puis I’écouvillon est retiré doucement des voies génitales [FONTBONNE 19964,
NEVEUX 1999, ENGLAND et CONCANNON 2002]. »
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4.1.2.4.2.2. 1. étalement :

[¢talement sur une lame de microscope a pour but de transférer un matériel
representatif du prélévement et non I’ensemble de ce dernier. L’écouvillon doit étre roulé sur
une lame propre sans frottement pour ne pas détériorer les cellules [NEVEUX 1999].

Deux lignes paralleles et bien séparées peuvent étre étaleés sur toute la longueur d’une
seule lame. La superposition de deux étalements génerait et fausserait la lecture des lames.
Cest pourquoi certains auteurs préconisent d’utiliser deux lames et de ne pratiquer qu’un seul
étalement par lame [NEVEUX 1999].

L’étalement doit étre effectué immédiatement pour qu’il ne se desséche pas. 1l est
préférable qu’il soit réalisé par le méme manipulateur qui applique le méme appui au cours
d’un suivi. En effet, les variations des différents types cellulaires sont parfois délicates a
observer et nécessitent une méthode standardisée [FONTBONNE 1996a, NEVEUX 1999].

412423 Lafixation :

Pour conserver durablement le prélévement, il faut toujours procéder a une fixation
qui empéche I"autolyse des cellules séparées de I’organisme vivant. Elle doit &tre réalisée
immediatement apres 1’étalement, alors que ’écouvillon est encore humide. L asséchement
peut provoquer une distorsion des cellules [ALLIET et LALEGERIE 1997, NEVEUX 1999].

Les solutions fixatrices (fixateurs) agissent surtout en insolubilisant les protéines et les
autres constituants cellulaires. De plus, il est certain qu’ils arrétent les processus de
décomposition enzymatique post mortem des cellules et aussi qu’ils conservent in situ, les
structures majeures des organites et des grosses molécules constitutive de la matiére vivante
sans entrainer d’altérations morphologiques évidentes [ALLIET et LALEGERIE 1997].

Des cytofixateurs sont disponibles sous forme de spray, ils présentent I’avantage de la
facilite d’utilisation et de conservation. Une fixation simple consiste €galement & plonger la
lame dans un bain de fixateur, qui peut étre une solution de méthanol 4 95%, ou un meélange
d’alcool et d’éther au 2 (mélanger un volume d’alcool & 70% ou 4 100% a un volume d’éther
officinal) pendant cing minutes [NEVEUX 1999].

D apres Allier et Lalegerie (1997), la fixation est le temps le plus important de la
technique cytologique. En effet, alors que les stades suivants (de coloration bien sure) sont

tous réversibles, on ne pourra jamais corriger une erreur résultant d’une fixation défectueuse
ou mal conduite.

4.1.2.4.2.4. La coloration :

Le choix de la coloration prend en compte sa facilité d’exécution et 1’obtention de
résultats constants. Dans certains cas, la stabilité au stockage des colorants peut étre un critére -
supplémentaire.

Plusieurs colerations sont & notre disposition pour les frottis vaginaux.

4.1.2.42.4.1. La coloration de May-Griinwald-Giemsa (MGG) :

Appelée également technique de Wright, cette coloration et ses dérivés sont
couramment utilisés, car les réactifs sont habituellement employés pour colorer les frottis
sanguins.

C’est une coloration unichrome, toutes les cellules vaginales quel que soit leur degré
de kératinisation prennent uniformément la teinte bleu-violet. Elles ne sont alors appréciables
que par leurs seuls critéres morphologiques.

C’est une méthode rapide, mais elle met surtout en valeur les noyaux et les cellules
sanguines. Elle permet davantage la mise en évidence des polynucléaires que les différents
types de cellules de I'épithélium, c’est la raison pour laquelle elle est utilisée de fagon
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générale, lors de la suspicion d’une inflammation ou d’une infection génitale [NEVEUX
1999].

Les lames colorées au MGG peuvent étre conservées pendant plusieurs jours, ce qui
permet d’évaluer la progression du cycle cestral en les comparant & de nouveaux frottis. Ils
peuvent étre conservés indéfiniment s’ils sont scellés d’une lamelle [OLSON et a/. 1991].

Des kits de coloration MGG modifiés, tel que le kit Diff-Quick®, ont été congu pour
un usage clinique courrant. Et bien que la qualité des frottis obtenue avec ces kits de
commerce est moindre par rapport aux recettes de référence (cf. figure 4.3), la simplicité de
leur utilisation et la rapidité d’obtention des résultats en fait un outil diagnostique pratique.

Frottis de pro- cestrus Frottis d’estrus ~ Frottis de métoestrus

Fig. 4.3 : Frottis vaginaux de chienne aux différentes phases du cycle cestral, colorés avec la méthode
May-Griinwald-Giemsa modifiée : Diff-Quick®. Les cellules se colorent uniformément bleu- violet,

elles ne sont différenciées que par leurs seuls critéres morphologiques (d’apres England et Concannon
2002).

4.1.2.42.4.2. La coloration au bleu de méthyléne :

Le bleu de méthyléne extemporané n’est presque plus utilis¢ a I’heure actuelle. Il
permet une coloration unichrome rapide et facile. Le frottis peut €tre lu immédiatement aprés
qu’on ait déposé une goutte de bleu de méthyléne et une lamelle sur une lame. Cependant, il
ne colore pas les érythrocytes et ne permet pas la conservation des lames. En outre il ne met
pas en évidence les affinités tinctoriales, et colore toutes les cellules uniformément bleues, ce
qui rend parfois I’interprétation difficile [OLSON et a/. 1991, NEVEUX 1999].

4.1.2.4.2.4.3. La coloration de Harris-Shorr : (cf. tableau 4.1).

Cette coloration trichrome a été mise au point par Ephraim Shorr en 1940. Plusieurs
de ses dérivés sont disponibles sous forme de kits. C’est une coloration intéressante, car elle
permet une bonne visualisation des cellules. La lecture est aisée car les cellules sont
différenciées selon leurs affinités tinctoriales. Les cellules basophiles apparaissent bleues, les
cellules acidophiles, rouges.

Dans le suivi du cycle cestral de la chienne, la coloration de Harris-Shorr est la
coloration de choix. La kératinisation des cellules épithéliales est mise en évidence par cette

z

coloration : les cellules acidophiles deviennent rouge orange alors que la kératinisation
progresse [NEVEUX 1999].

En effet, cette coloration permet d’identifier les précurseurs intra cellulaires de la
kératine qui sont abondants dans les cellules épithéliales pendant la phase folliculaire de
I"cestrus et qui se colorent en orange. Aussi, tous les types de celiules épithéliales vont se
colorer en orange si on les laisse sécher avant de les fixer [OLSON et a/. 1991].
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Cette méthode demande plusieurs solutions, et sa mise en ceuvre est un peu plus
longue que les autres (environ un quart d’heure), ce qui la rend moins pratique [OLSON et al.
1991].

De nos jours, des kits de coloration Harris-Shorr simpiifiés, tel que le kit
Diagneestrus®, sont disponibles dans le commerce. Leur usage pratique et économique
favorise leur utilisation en cabinet vétérinaire. En effet, ils permettent 1’obtention de résultats,
moins précis mais proche des résultats obtenus par le protocole de référence.

Tableau 4.1 : La coloration de Harris-Shorr (d’aprés Schutte 1967).

| Ordre de passage | ~ Produits & utiliser ~ Temps
| 1 . Mélange alcool- éther 2 | 5 minutes
| 2 Alcool & 70° | Plonger 10 fois
3 ] Alcool a 50° | Plonger 10 fois
| 4 | Eau distillée | Plonger 10 fois
| 5 ' Hématoxyline de Harris | 2 minutes o
| 6 Eau distillée : Passage
7 T Eau distillée ] Passage
8 | Alcool ammoniacal |  Iminute
9 | Eau distillée ] Passage
10 | Alcool 70° : Passage
11 Alcool 95° | Passage
12| Colorant de Shorr | 2minutes
13 Alcool 95° ] Passage |
14 Alcool absolu ' Passage |

4.1.2.4.2.4.4. La coloration de Papanicolaou : (cf. tableau 4.2).

Cette coloration pentachrome a été décrite par George Papanicolaou en 1942, 11 s’agit
de la coloration standard des frottis vaginaux chez la femme. Néanmoins elle n’a jamais été
utilisée pour colorer les frottis vaginaux chez la chienne dans la littérature. Le trichrome de
Harris-Shorr I’a supplanté pour effectuer une lecture tinctoriale des lames.

Les noyaux apparaissent bleu-violet, les cellules superficielles rose orangé, les cellules
intermédiaires bleu-vert et les cellules plus profondes vert plus franc (cf. figure 4.4).

! |
- e
|
|
|

Fig. 4.4 : Frottis vaginaux pratiqués chez une femme et colorés avec la technique de Papanicolaou.
1 : cytoplasme coloré en vert (cellule parabasale), 2 : noyau coloré en bleu (d’aprés Heron 2006).
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Tableau 4.2 : la coloration de Papanicolaou. *mélange de vert lumiére et de brun bismarck
(Papanicolaou — en ligne).

Ordre de passage Produits a utiliser "5 Téiﬁps
i
1 Alcoola70° Plonger 10 fois
2 Alcool 4 50° ‘

Plonger 10 fois

|
\
? Plonger 10 fois
{.
l

3 Eaudistillée
4  Hématoxyline de Harris 5minutes |
§ 4 ‘Eau distillée o " Plonger 10 fois g
6 | Alcoola95° * Passage I
7 Alcool a 80° Passage
g - Alcoola70° Passage
9 o Alcoola70° Passage
10 : - Eosine | 5 minutes
1 Alcool a 95° 30 secondes
12 Alcoola95° - 30 secondes
13 EAS50% 5 minutes i
14 5_——‘" Alcool 4 95° 30 secondes
5 3 ~ Alcoola95° 30 secondes
16 ~ Alcool absolu 30 secondes
| 17 - " Xyléne 2 passages

4.1.2.4.2.4.5. Fréquence de réalisation des frottis :

Un frottis unique est sans valeur, le rythme indiqué par Bell et al. 1973 semble
favorable : trois fois par semaine pendant les trois premiéres semaines & partir du pro-cestrus,
puis deux fois par semaine les trois semaines suivantes, et une fois par semaine lors de
I’ancestrus [TARADACH 1980].

Toutefois, lorsque le frottis est évocateur d’un pro-cestrus encore peu avancé, un frottis
de contrdle peut n’étre réalisée que cing jours plus tard. Lorsque le frottis est évocateur de
pro-cestrus, un autre frottis est réalisé¢ deux 4 trois jours plus tard. Si le frottis tend vers une fin

de pro-cestrus, le controle est réalisé au plus tard deux jours aprés [NEVEUX 1999, BUFF et
SALESSE 2000]. :
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4.1.2.4.3. Interprétation d’un frottis vaginal :

4.1.2.4.3.1. Lecture des lames:

La lecture des lames se fait a I’aide d’un microscope optique. Elle doit se faire 4 faible
grossissement (x40), puis a fort grossissement (x100 ou x400).

Le faible grossissement permet d’apprécier globalement la richesse en cellules, la
présence ou non de mucus, la présence ou non de leucocytes, la présence ou non de
spermatozoides, la répartition des cellules (dispersés, isolées ou en amas), et I’affinité
tinctoriale générale de la lame.

Le fort grossissement permet d’apprécier 1’aspect des cellules et de déterminer plus
précisément tel ou tel type cellulaire. On note attentivement la couleur, la forme, la taille, la
place et le volume du noyau par rapport au cytoplasme. Il est fondamental de réunir
I"ensemble de ces caractéristiques pour identifier un type cellulaire donné,

La lecture se fait en balayant toute la lame, 1’observation d’un maximum de champs
sur différents points est indispensable [TARADACH 1980, NEVEUX 1999].

4.1.2.4.3.2. Les types cellulaires retrouvés sur un frottis vaginal:

En période d’ancestrus, 1’épithélium vaginal n’est constitué que de deux & trois
couches de cellules : les cellules basales et parabasales (cf. § 1.2.7.). Au cours des chaleurs,
cet épithélium va s’accroitre en épaisseur et comporter plusieurs stratifications de cellules. La
connaissance des différents types cellulaires et leur identification sont utiles pour caractériser
le stade du cycle cestral (cf. figure 4.5).

sl petite cellule intermédiaire :
e i fosse - noyau rond,
clitandivnne - taille variable, (en péndral deux fois

pius grande que les cellules parabasales),
- [ormes ronde, ovale ou angulaire.

rellule
sperdicielle
Sl e Ies cellules coellule parabasale -
NS Hayaiu P s e
superficielles - fonne ronde, - mtio,
1 1-llul£_: s - : -noyau large, - noyau cytoplasme
superfic el E'E-‘.ilpﬂkll'-:”rdm s lc_:s plus petites cellules  plus élevé que
P e cpitheliales présentent  les cellules intermédiaires.

ANH ' L 1 i ) . 7
pytnotique . 1["; b:Jrcis sur [ frotds vaginal, cytoplasme basophile (bleu).
colhiile dles cellules
superficielle | »onl phats

1 e | on plics cellule parabasale en colonne
aver silhoucette - : v
’::'lf h___f” :_“” ! (cellules longues & noyaux excentres)

cellules caractéristiques
orande velluie intermesliaire | du méeestrus
plus grande que les cellules
parabasales el intermediaires,
noyau daspect semblable,
vontours anguleuy,
rytoplasme acidophite
ou basophile selon e stade
dos chaleurs de a chienne,

cellules lysées

globules rouges

pulynucléaires

Fig. 4.5 : Les cellules d’un frottis vaginal (d’aprés Neveux 1999).
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Lors de la lecture du frottis, on rencontre les différents types cellulaires de

I’¢épithélium vaginal ainsi que des cellules présentes dans la lumiére vaginale.

Les cellules de I’épithélium vaginal sont représentés par (cf. § 1.2.7.): les cellules
parabasales, intermédiaires (petites et grandes) et superficielles.
Les cellules qui peuvent étre présentes dans la lumiére vaginale :

1. Les cellules du sang : les érythrocytes et les leucocytes.

Les érythrocytes proviennent en général de 1’utérus au moment des chaleurs, elles
sont identiques aux cellules observées sur un frottis sanguin. Toutefois, elles
peuvent etre difficiles a distinguer pendant 1’cestrus car elles peuvent se lyser suite a
la modification de la composition du mucus.

Les leucocytes, principalement les polynucléaires neutrophiles (PNN), sont présents
sur les frottis sans pour autant indiquer une pathologie. Ils sont généralement
rencontrés lors du méteestrus.

2. Les bactéries : il est normale d’observer différents types de bactéries dans le vagin.
Cependant, si leur nombre est trés élevé conjointement avec un afflux de PNN
dégénérés, il peut s’agir d’une vaginite.

Les spermatozoides : jusqu’a 24h apres une saille, des spermatozoides peuvent &tre

observes sur le frottis. Et bien que leur présence confirme un accouplement, leur

absence ne confirme pas 1’inverse.

4. Les cellules de la fosse clitoridienne : ce sont des cellules fusiformes totalement
osinophiles. Elles sont retrouvées sur le frottis si I’écouvillonnage a mal été
effectu€, soit a proximité de la vulve, ou bien lors de réaction de défense de la
chienne car le prélevement au niveau de la fosse clitoridienne s’avére trés
douloureux.

5. Les cellules de I’endométre : ce sont des cellules cuboides en colonne. La plupart
d’entre elles ont un cytoplasme qui n’est pas intact, ce qui risque d’étre interprété
comme signe de dégénérescence [FONTBONNE 1996a].

(U8]

4.1.2.4.3.3. Les variations de la cytologie vaginale au cours du cycle cestral :

Chaque période du cycle est définie par un style de distribution des cellules qui lui est
propre. Toutefois, un frottis isolé n’a que peu d’intérét dans le suivi des chaleurs d’une
chienne. En effet, d’une chienne & I’autre, 1’évolution des cellules peut é&tre variable et
nécessite d’observer les caractéristiques du frottis pendant plusieurs jours [NEVEUX 1999].

4.1.2.4.3.3.1. Le pro-cestrus :

Au cours du pro-cestrus, les taux sanguins d’cestradiol augmentent pendant la
maturation des follicules ovariens, ce qui provoque la prolifération de I’épithélium vaginal et
la diapédese des hématies a travers les capillaires utérins (et probablement vaginaux). Ces
deux processus expliquent la présence des cellules épithéliales en voie de kératinisation, et

des érythrocytes dans les frottis vaginaux [OLSON et al/. 1991, ENGLAND et
CONCANNON 2002].

1) Le pro-cestrus précoce (cf. photo 1, figure 4.6):

Le nombre de cellules augmente mais le frottis reste pauvre. Les cellules parabasales
disparaissent au profit des cellules intermédiaires basophiles. On commence 4 percevoir une
coloration acidophile du frottis traduisant le début de kératinisation des cellules [NEVEUX
1999]. Dans les deux premiers jours du pro-cestrus, il n’est pas rare d’observer la persistance
sur le frottis d’un assez grand nombre de cellules parabasales qui disparaissent ensuite. Elles
permettent d’identifier le tout début des chaleurs [FONTBONNE 1996a].
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Toujours dans ces deux premiers jours on observe assez souvent, chez des chiennes
naines et a fertilité normale, pour des raisons inconnues, la présence de leucocytes (légere
vaginite physiologique due & une reprise de I’activité génitale en début de chaleurs). Associé a
la présence de quelques cellules parabasales, ils donnent une image proche de celle d’un
frottis de méteestrus (voir plus loin), ce qui peut induire en erreur si les commeémoratifs
concernant la chienne sont imprécis [FONTBONNE 1996a].

Les hématies sont abondantes, elles peuvent méme étres mises en évidence sur les
frottis vaginaux avant que des écoulements n’aient été notés [NEVEUX 1999]. Toutefois, la
présence ou I’absence de globules rouges sur le frottis vaginal n’est pas un €lément trés
stable : il n’est pas toujours en relation avec la quantité exacte des pertes sanguines vulvaire
présentés par la chienne. En effet, les hématies se fixent moins facilement sur la lame que les
autres cellules. Elles ont tendance & glisser lors du trempage dans les bains successifs au cours
de la coloration. On peut tres bien ne pas les retrouver & 'examen microscopique
(I'importance des pertes sanguines est ainsi évalude suivant Iaspect de I’écouvillon qu’on
retire des voies génitales, plutdt que de tenir compte du nombre de globules rouges a
I"examen microscopique) [FONTBONNE 1996a].

Le frottis a un fond* « sale » en relation avec la présence de débris cellulaire et de

mucus, qui lui fixe trés bien la coloration (*le fond du frottis correspond 2 la zone entre les
cellules vaginales).

2) Le pro-cestrus moyen (cf. photo 2, figure 4.6):

Sur les frottis de milieu de pro-cestrus, le nombre de cellules vaginales augmente
encore. Le nombre de cellules intermédiaires non kératinisées diminue alors que le nombre de
cellules superficielles qui présentent un noyau pycnotique augmente. Elles ne sont pas encore
groupées en amas [FONTBONNE 1996a, NEVEUX 1999, ENGLAND et CONCANNON
2002].

La vitesse d’évolution du frottis est variable suivant les races et les individus. Ceci est
probablement en relation avec la quantité d’cestrogénes sécrétés par les follicules et avec la

durée des chaleurs. Le frottis de milieu de pro-cestrus peut donc présenter un aspect trés
différent d’une chienne 3 ’autre [FONTBONNE 1996a].

3) Le pro-cestrus tardif (cf. photo 3, figure 4.6):

Vers la fin de pro-cestrus, le frottis est riche en cellules. Les cellules vaginales sont
presque exclusivement des cellules superficielles. Elles sont acidophiles, leurs contours sont
anguleux et elles ont des noyaux pycnotiques ou méme anucléés. Elles sont encore peu
groupées en amas. De nombreux globules rouges sont présents [FONTBONNE 1996a,
NEVEUX 1999]. Les leucocytes se raréfient et les bactéries sont abondantes [OLSON et al.
1991]. Le fond du frottis devient de moins en moins sale.

Les variations dans I’aspect du frottis de pro-eestrus semblent lides, selon Fontbonne
(1996a), a la race plus qu’a ’individu. En effet, dans certaines races (comme les Chow-chow)
et chez certains individus, les frottis vaginaux de pro-cestrus prennent un aspect
caractéristique d’cestrus (cellules groupeés en amas, fond du frottis propre), alors que les
chiennes montrent encore des pertes sanguines vulvaires, refusent le mile et que leur taux de
progestérone ne s’est pas encore élevé au dessus du niveau de base,
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Fig. 4.6 : Photos de frottis vaginaux (colorés au Harris- Shorr) représentant les différents stades du
cycle sexuel de la chienne (d’aprés Fontbonne et Guérin 2003).

= Les fléches sur la photo n°5 indiquent des spermatozoides.

* Les fleches sur la photo n°7 indiquent des polynucléaires superposés a des cellules vaginales.
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4.1.2.43.3.2. L’estrus (cf. photos 4 et 5, figure 4.6):

L.e frottis est trés riche en cellules, essentiellement des cellules superficielles
entierement kératinisées, anucléées et groupées en amas. Le frottis présente une acidophilie
supérieure a 60 % et bien souvent supérieur a 80 ou 90 %. Les hématies sont absentes bien
que certaines chiennes peuvent en présenter tout au long de I’cestrus. On retrouve
physiologiquement de grandes quantités de bactéries sans réaction leucocytaire (les
polynucléaires sont absents suite & I’épaississement maximal de la muqueuse vaginale).

Le fond du frottis est propre, c'est-a-dire que tous les petits débris que I’on observait
plus tot au cours des chaleurs entre les cellules (débris cellulaires, mucus...) ont disparu. Les
cellules vaginales se détachent sur un fond limpide [OLSON et al. 1991, FONTBONNE
1996a, NEVEUX 1999, ENGLAND et CONCANNON 2002].

Chez certaines chiennes, les cellules superficielles restent nucléées tout au long des
chaleurs (pour des raisons encore inconnues). Et dans certaines races (comme les Golden-
retrievers, les Léonbergs, les Lévriers...), peut étre 4 cause d’une sécrétion oestogeénique
moindre, les frottis, méme en période optimale, prennent rarement un aspect caractéristique
d’cestrus (moins de 60% de cellules acidophiles peu groupés en amas, nombreuses cellules
intermédiaires encore visibles). Cet aspect atypique, selon Fontbonne (1996a), n’est pas relié
a une baisse de la fertilité.

Les cellules kératinisées ne restent pleinement groupées qu’en début d’cestrus. De
fagon plus générale, le frottis d’cestrus n’est « parfait » qu’a ce moment-1a. Pendant la
deuxiéme moiti¢ de I’cestrus, ’aspect est déja beaucoup moins caractéristique. C’est souvent
lorsque le frottis est « un peu moins beau » que la chienne rentre dans en période de fertilité
maximale [FONTBONNE 1996a].

Pendant toute cette phase, la cytologie vaginale demeure relativement constante.
Aucune donnée cytologique ne permet d’identifier avec certitude le jour du pic de LH, de
"ovulation ou de la période optimale de fécondabilité. Par ailleurs, les frottis vaginaux sont
considérés comme le miroir de I’cestrogénémie, pourtant en début d’cestrus, Ieffet
cestrogénique est maximal sur les frottis alors que la concentration sérique de cette hormone
commence a diminuer [FELDMAN et NELSON 1996].

4.1.2.4.3.3.3. Le métcestrus :

Environ six jours apres I’ovulation, précisément 8.0 + 0.3 Jour apres le pic de LH, la
majorité des chiennes présentent un frottis de métcestrus [ROOT KUSTRITZ 2001a]. Le
passage au méteestrus est caractérisé par un changement brutal des rapports quantitatifs des

types de cellules épithéliales signalés (cf figure 4.7), accompagné de I’apparition de
polynucléaires neutrophiles [OLSON et al. 1991]. -

1) Le méteestrus précoce (cf. photo 6, figure 4.6):

Sur les frottis de transition cestrus-métcestrus, les cellules kératinisées s’€parpillent,
des cellules intermédiaires réapparaissent, ainsi que, rapidement aprés, des cellules
parabasales (souvent regroupées) et des polynucléaires. Des érythrocytes peuvent réapparaitre
physiologiquement. Le changement de I’aspect du frottis s’installe en 12 & 24h [OLSON et al.
1991, FONTBONNE 1996a, NEVEUX 1999, ENGLAND et CONCANNON 2002].

La transition cestrus-méteestrus s’effectue plus ou moins rapidement suivant les
chiennes, et I’aspect du frottis n’est pas toujours en liaison avec la fertilité. Certaines chiennes
qui présentent encore un frottis d’cestrus (pas encore de cellules intermédiaires) ne sont déja
plus fécondables. A Iinverse, des chiennes présentaient des frottis presque entiérement de

méteestrus, peuvent concevoir normalement des chiots apres insémination artificielle le jour
méme.
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Dans tous les cas, aucune chienne n’est encore fécondable lorsque les polynucléaires
apparaissent sur le frottis de méteestrus [FONTBONNE 1996a].

“moyen des
cellules épithéliales
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Fig. 4.7: Schéma typique de la modification des cellules épithéliales vaginales a la survenue du
meétoestrus (d’aprés Holst et Phémister 1974 in Luc 2005)

2) Le métcestrus moyen et tardif (cf, photo 7, figure 4.6):

Les cellules parabasales et intermédiaires, toutes basophiles, dominent les frottis de
meéteestrus. Des leucocytes sont visibles. Lorsqu’ils sont accolés a des cellules vaginales ou
qu’ils se projettent comme & I’emporte piéce sur le cytoplasme de celles-ci, on est en présence
d’une forme cellulaire pathognomonique du méteestrus (métaestrus cells). Les érythrocytes
sont absents.

La quantit¢ de cellules vaginales observée sur un frottis de méteestrus est variable
d’une chienne a I’autre 4 un moment donné, et diminue au fur et 4 mesure du méteestrus. La
transition meétcestrus-ancestrus est donc progressive en ce qui concerne les frottis vaginaux.

4.1.2.4.3.3.4. L’ancestrus (cf. photos 8 et 9, figure 4.6):

Le frottis d’ancestrus est classiquement pauvre en cellules. La tendance est basophile.
On note la présence de quelques rares cellules parabasales, parfois accolées par un de leurs
cotés (on parle de cellules en colonne - cf. figure 4.5). Les polynucléaires sont rares et les
hématies absentes [FONTBONNE 1996a, NEVEUX 1999].

L’aspect «classique » du frottis d’ancestrus peut apparaitre modifié sans causes
particulieres :

Le nombre de cellules parabasales est parfois trés important, cela ne signifie pas que la
chienne est sur le point d’entrer en chaleurs.

Des hématies peuvent se trouver sur le frottis, peut-Etre & cause de I’irritation causée
par I’écouvillon sur des chiennes saignant facilement. Lorsqu’il est retiré des voies génitales,
ce dernier n’apparait pas teinté de sang mais on observe apres €talement et coloration, des
hématies sur le frottis.

On trouve parfois quelques rares cellules kératinisées acidophiles sur le frottis
d’ancestrus, en raison certainement de I’existence d’une desquamation physiologique du vagin
ou de la spoliation du frottis par des cellules clitoridiennes. Si ces cellules sont en trés faible
nombre, il convient de ne pas en tenir compte [FONTBONNE 1996al].
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4.1.2.4.3.4. Les indices cytologiques :

La lecture des frottis vaginaux est un caractére subjectif, qui reléve de I’appréciation
de I'examinateur. Des indices (ou indexes) ont été établis pour décrire quantitativement les
images cellulaires visualisées sur les frottis et suivre plus précisément, et de fagon objective,
I"évolution du frottis au cours du cycle cestral.

4.1.2.4.3.4.1. L’indice €osinophile (IE) :

L’indice €osinophile représente le pourcentage de cellules réellement kératinisées (les
cellules superficielles & noyau vésiculaire et anucléées, et les cellules intermédiaires
kératinisées) par rapport a celles qui pourraient I’étre mais ne le sont pas (les grandes cellules
intermédiaires polychromatophiles et basophiles). Les petites cellules intermédiaires et les

cellules parabasales qui ne subissent pas la kératinisation ne sont pas prises en compte
[TARADACH 1980].

IE = Nombre de cellules éosinophiles x 100
Nombre de cellules basophiles*

*en sont exclues les petites cellules intermédiaires et les cellules parabasales qui ne subissent
pas la kératinisation chez la chienne.

La difficult¢ majeure réside dans la différenciation entre grandes cellules
Intermédiaires qui peuvent subir la kératinisation et petites cellules intermédiaires qui ne la
subissent pas.

La lecture de I"indice ¢os'nophile chez la chienne est simplifiée par rapport 4 celle que
I"on peut faire chez la femme, ot I’on doit tenir compte de la présence et de allure des
noyaux (vésiculeux ou pycnotiques). ‘

Ici, a la lecture, on se limite & compter les cellules rouges (kératinisées) et les cellules
bleues (non kératinisées) en évitant d’y inclure les petites cellules intermédiaires et les
cellules parabasales [TARADACH 1980].

“a* Variation de I’indice éosinophile au cours du cycle cestral

En prenant le premier jour de saignement comme premier jour du cycle, le temps pris
par Iindice ¢osinophile pour passer des valeurs nulles le premier jour du cycle, Jjusqu’aux
valeurs maximales varie beaucoup. Selon Schutte (1967), le pic de I’indice €osinophile
survient dans 43% des cas le 10° jour du cycle, et dans 98% des cas le 14° jour du cycle. Selon
Taradach (1980), ce pic survient entre le 8° et le 12° jour du cycle (cf. figure 4.8).

La valeur de ce pic est toujours supérieure & 75% selon Taradach, et varie de 56 a
100% selon Schutte. Le pic de I'indice éosinophile se localise ainsi & des Jjours différents
pendant I’cestrus proprement dit. II est difficile de prévoir, pour chaque individu, le moment
du pic de I"indice €osinophile, chacun atteint une valeur particuliére et pouvant survenir a un
moment différent. Selon Schutte, si on veut tout de méme généraliser, on peut prendre comme
valeur de pic [E = 60%.

L’indice éosinophile chute brutalement le premier jour du méteestrus.

D’aprés les résultats expérimentaux de Schutte, plus de 90% des chiennes saillies le
jour du pic de I'indice €osinophile étaient gestantes. Ainsi ce pic, qui survient aprés le pic
plasmatique d’cestradiol, permet la détermination de 1’cestrus proprement dit. Et si certains
I"ont utilis¢ pour prévoir la période optimale de fécondabilité, la possibilité de dater le

ATTABA Amina

49



CHAPITRE 4. LE SUIVI DES CHALEURS

moment de I'ovulation reste plus délicate. En effet les courbes obtenues présentent un
caractere individuel, difficilement généralisable [TARADACH 1980].
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Fig. 4.8 : Courbe théorique de I'évolution de I’indice éosinophile (d’aprés Taradach 1980).

4.1.2.4.3.4.2 L’indice caryopycnotique (ICP) :

L’indice caryopycnotique représente le pourcentage des cellules superficielles avec un
noyau pycnotique par rapport a celles dont le noyau est encore vésiculaire. Cette
transformation nucléaire est une indication des effets des cestrogénes sur la muqueuse
vaginale [SCHUTTE 1967].

ICP = Nombre de cellules superficielles avec un noyau pycnotique x 100
Nombre de cellules superficielles avec un noyau vésiculaire

La détermination de cet indice est difficile sur un plan technique car la morphologie du
noyau doit étre examinée avec soin. En plus, les renseignements qu’il peut apporter varient
considérablement suivant les individus. Tout comme I’indice éosinophile, il peut éEtre
indicateur de I"cestrus, mais ne peut nullement détecter la période optimale de fécondabilité.

4.1.2.4.3.4.3 L’indice superficiel (IS) :

L’indice superficiel représente le pourcentage de cellules superficielles (cellules
superficielles kératinisées et grandes cellules intermédiaires) par rapport aux cellules des

couches plus profondes (cellules parabasales et petites cellules intermédiaires) [SCHUTTE
1967].

I5 = Nombre de cellules des couches superficielles x 100
Nombre de cellules des couches plus profondes
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“ Variation de I'indice superficiel au cours du cycle cestral -

A partitr de la deuxiéme moitié du pro-cestrus et durant tout [’cestrus, I’indice
superficiel connait ses valeurs les plus élevées sans produire de pic, pour chuter 24 a 48h
apres que I’indice osinophile atteint son pic.

A Tarrivée du méteestrus, si la chienne n’a pas été fécondée, I’indice superficiel ne
montre des valeurs basales (< 10%) qu’aprés trois semaines. Si cette derniére a été gestante, il
devient inférieur & 10% environ 4 a Sjours apres la saillie. Cette donnée semble peu exploitée
lors du diagnostic de gestation,

L’indice superficiel ne présente pas de difficultés pour son calcul, sa valeur s’obtient
rapidement. Mais comme il n’atteint jamais un pic défini et franc, sa valeur pratique est
réduite pour déterminer la période optimale de fécondabilité [SCHUTTE 1967].

Simple a réaliser, peu onéreuse, directement accessible en clinique et offre des
résultats immeédiats, la réalisation de frottis vaginaux reste un examen de choix dans le suivi
des chaleurs chez la chienne. En effet, elle permet de localiser 1’cestrus proprement dit. De
plus, elle représente le meilleur marqueur de la transition cestrus-meteestrus, ce qui revét un
grand intérét pratique.

Toutefois, méme si la cytologie vaginale refléte 1’évolution du profil hormonal chez la
chienne, sa seule observation ne permet qu’une analyse succincte des différentes phases du
cycle et n’offre pas de précisions quant au moment de ’ovulation, du pic de LH ou de la
periode de fécondabilité. Les variations individuelles ne sont en outre pas rares et nécessitent
d’observer les caractéristiques du frottis pendant plusieurs jours.

De ce fait, la cytologie vaginale, a elle seule ne suffit pas pour réaliser un suivi de
chaleurs convenable. Elle nécessite toujours d’étre associée a d’autres marqueurs du cycle de
la chienne (cf. § 4.2). [FELDMAN ET NELSON 1996, GUERIN et al. 1997, NEVEUX 1999,
BUFF et SALESSE 2000, ENGLAND et CONCANNON 2002].

4.1.2.5.Dosages hormonaux :

Les hormones sexuelles représentent les marqueurs les plus fiables des chaleurs chez
la chienne, et bien que la variation de leur taux se traduit par différentes modifications
comportementales, cliniques et histo-physiologiques au niveau du tractus génital de la
femelle, la seule mesure de leur concentration dans le sang permet de recueillir des données
exactes quant a leur valeur réelle.

Pour cela, au cours des sous paragraphes suivants, nous allons exposer quelques
données relatives a chacune des hormones intervenant sur le cycle sexuel de la chienne, les
précisions concernant chaque phases du cycle étant préalablement détaillées (cf. § 2.3).

D’autre part, pour plus de compréhension, quelques notions concernant les techniques
utilisées pour les différents dosages seront briévement décrites.

“a* Principe général des dosages hormonaux :

En général, il est & noter qu’en endocrinologie, la plupart des techniques de dosages
hormonaux sont immunologiques. Elles reposent sur I’utilisation d’anticorps dirigés
specifiquement contre une hormone.

Historiquement, les premiéres techniques étaient radio-immunologiques (fondés sur
l'utilisation de radio-isotopes), parce que beaucoup plus sensibles. Ces techniques de
réference ont progressivement été supplantées en routine par des techniques immune-
enzymatiques (ELISA, chimiluminescence). Ces techniques « froides » évitent la
manipulation de produits radioactifs [MEUSY 1991, PRELAUD et al. 2002].

Différentes étapes caractérisent les dosages immunologiques (cf. fig. 4.9). Dans un
premier temps, il est nécessaire de rendre antigénique ’hormone a doser, parfois en la
couplant & une protéine porteuse s’il s’agit d’un hapténe.
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Nous utilisons dans un second temps un anticorps mono ou polyclonal pour obtenir
une liaison antigéne-anticorps. L’anticorps lors de la technique immunométrique, ou
I"antigéne au cours de la technique par compétition (cf. fig. 4.9) est marqué par un radio-
isotope ou une enzyme ou une substance fluorescente ou luminescente.

almmunoméiric (technique en "Sandwich"):le signal est proportionnel a la
quantité d’hormones présentes dans l'échantillon.

-
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Fig. 4.9: Principe des techniques d’immunodosage (d’aprés Prélaud et al. 2002).

Nous étudions ensuite entre molécules lides et libres, marquees et non marquées et
nous en déduisons la concentration de I’hormone dosée en comparant la valeur obtenue 4 une
courbe d’étalonnage établie a partir de plusieurs sérums étalons. Cet ¢talonnage est fait soit
pour une serie de dosages, soit, dans certains automates, a chaque dosage. [PRELAUD et al.
2002].

Or, comme les dosages immunologiques reposent sur utilisation d’anticorps, ils sont
speécifiques de I’hormone dosée. Les hormones ayant une structure identique chez I’homme et
. les carnivores peuvent ainsi étre dosées par des techniques développées en médecine humaine.
. C’est le cas de nombreuses hormones de faible poids moléculaire tel que les stéroides.

En revanche, les hormones peptidiques ont une structure différente d’une espece a
"autre. Souvent cette différence de structure et associde & une variation importante de
I"antigénicité, qui limite I'usage des techniques hétérologues, développées pour ’homme ou
les ovins par exemple [PRELAUD et al. 2002].

4.1.2.5.1. Dosage de FSH :

La FSH (Follicule Stimulating Hormone) est une glycoprotéine comportant 2 sous
unités. C’est une hormone hypophysaire spécifique pour chaque espéce. Sa demi-vie est plus
longue que celle de la LH, son pic sérique est aussi plus tardif et moins accentué (cf. fig. 2.2).

La concentration plasmatique de FSH peut &tre déterminée grice au dosage HISA
(Human Immunometric Sandwich Assay). Cependant, il n’existe pas de dosage, en routine, par
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methode radio-immunologique (RIA). Son dosage reste donc encore difficile a réaliser
[GUERIN et al. 1997, GIER et al. 2006].

4.1.2.5.2. Dosage de LH :

La LH (Lutéinising Hormone) est une hormone peptidique d’origine hypophysaire,
possédant tout comme la FSH une spécificité d’espéce. Elle est sécrétée sous forme de
décharges.

Chez la chienne, la durée de la décharge préovulatoire de LH, allant de 14 5 jours, est
relativement longue, comparée aux autres especes domestiques. Chez la vache par exemple, la
durée de la décharge préovulatoire de LH n’excéde pas les 8heurs [WILDT et
CHAKRABORTY 1978, CONCANNON 1993, ONCLIN et al. 2002, PRELAUD et al.
2002, GIER et al. 2006].

Le pic plasmatique de LH est estimé entre 7 4 50ng/ml, il dure 24 & 40heures, d’aprés
Root Kustritz (2001a), et 36heures d’aprés Guérin et al. ( 1997) et Gier et al. (2006), avant de
revenir & son taux basal (environ 1ng/ml).

Ce pic plasmatique marque le passage du pro-cestrus a I’cestrus. L’intervalle qui le
separe de 'ovulation est relativement constant, environ 2.0 + 0.1 Jours. De ce fait, la
connaissance du moment de ce pic revét un intérét majeur pour le suivi des chaleurs, car il
représente un excellent repére pour dater 1’ovulation.

Le prélevement de sang destiné pour le dosage de la LH, d’un volume supérieur a
0.1ml, se fait sur tube sec ou hépariné. 1] sera immédiatement centrifugé a 1500 tour/minute
pendant 15 minutes. Mais comme le sang doit étre prélevé quotidiennement, & peu prés a la
méme heure de la journée, les prélévements restent difficiles & mettre en pratique

Le dosage de la concentration plasmatique de LH peut se faire par la méthode
quantitative RIA (Radio-Immunc-Assay). Le prélévement pourra étre mis sou régime du froid
(conservation de 48h par réfrigération a +4°C, ou bien 3 mois par congélation a -20°C), en
attendant d’étre acheminé vers le laboratoire [PRELAUD et al. 2002, GIER et al. 2006]. Cette
méthode est précise mais présente ’inconvénient d’étre longue, onéreuse et les résultats ne
peuvent €tre obtenus immédiatement car les analyses se font en série au laboratoire. De ce
fait, cette méthode de dosage n’a pas d’intérét pratique lors des suivis de routine. Elle pourra
étre utilisée lors d’insémination artificielle en sperme congelé.

Le dosage de la concentration plasmatique de LH peut se faire également par méthode
semi quantitative, la méthode ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) qui est a
présent disponible sous forme de kit. Le prélévement de sang ne doit pas €tre hémolysée, il
pourra &tre conserve par réfrigération, mais ne peut en aucun cas &tre congelé. Le test peut
détecter les concentrations inférieures & Ing/ml et les concentrations qui lui sont supérieures
grace a un indicateur colore. Donc, ce test semi quantitatif, bien qu’il présente I’avantage de
la simplicité d’utilisation, ne peut donner de renseignements que si le prélévement est effectué
au moment du pic de LH. Il nécessite de ce fait de réaliser des prélévements rapprochés dans
le temps, plusieurs fois par jour, ce qui alourdit le suivi des chaleurs [ROOT KUSTRITZ
2001a, ENGLAND et CONCANNON 2002, GIER et al. 2006].

4.1.2.5.3. Dosage des cestrogénes :

Ayant pour origine le cholestérol, le 17 B-cestradiol est une hormone stéroide dont la
concentration augmente depuis des valeurs basales (10-20pg/ml) jusqu’a atteindre des valeurs
maximales estimées entre 50 et 100pg/ml, environ un & deux jours avant le pic de LH. Puis ce
taux chute progressivement pour atteindre des valeurs indétectables 36h apres I’ovulation
[GUERIN 1998].

Le dosage de la concentration plasmatique du 17 B-cestradiol peut se faire soit par
méthode RIA (Radiolmmuno Assay), ou bien par électro-chimiluminescence. Le prélévement,
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d’un volume supérieur a 0.1 ou 0.2ml (selon la technique), est réalisé de préférence sur tube
sec. I pourra étre mis sous régime du froid pour une conservation de 2 semaines par
réfrigération a +4°C, ou bien 1 an par congélation a -20°C [PRELAUD et «/. 2002].

Cependant les trousses (RIA, chimiluminescence) sont rarement adaptables au dosage
de I'eestradiol chez les carnivores. En effet, comme les concentrations sériques sont tres
faibles (en pg/ml), leur évaluation s’avére difficile. La sensibilité de ces méthodes étant
parfois plus élevée que les minima observés [PRELAUD et «/. 2002].

Encore que le taux d’cestradiol fluctue beaucoup au cours du pro-cestrus et les valeurs
maximales varient énormément suivant les individus mais également chez un méme animal.
De plus, ces dosages sont longs a réaliser et présentent un cofit élevé.

Tous ces inconvénients font en sorte qu’il ne soit pas utilisé dans le suivi du cycle chez
la chienne, les frottis vaginaux ayant une meilleure valeur informative. Le recours au dosage
de I"cestradiol se fait uniquement lors de I’exploration de troubles du cycle (kyste ovarien ou
tumeur sécrétante de la granulosa par exemple) [PRELAUD et o/, 2002].

4.1.2.5.4. Dosage de la progestérone :

Chez la vache par exemple, 1’état gestatif implique la transformation du corps jaune
cyclique en corps jaune gestatif. Dés lors, le blocage de la cinétique hormonale au stade
progestéronique revét un intérét majeur pour le diagnostic de gestation [DERIVAUX et
ECTORS 1980].

Chez la chienne, en revanche, le meteestrus a une durée identique a celle de la
gestation. L’activité lutéale du corps jaune cyclique a donc une durée pouvant atteindre la
durée de la gestation [LEYMARIE et MARTAL 1991]. De ce fait, le dosage de la
progestéronémie n’a aucun intérét pour le diagnostique de la gestation [PRELAUD et al.
2002].

D’autre part, la progestéronémie présente une faiblesse constante en phase d’ancestrus,
suivi par un début de sécrétion par les follicules préovulatoires en phase de pro-cestrus. Cette
particularité permet la détermination de la date de 1’ovulation chez la chienne dans le cadre du
suivi des chaleurs [PRELAUD et al. 2002].

En effet, I’observation de ’évolution de la progestéronémie permet de définir une
courbe type dont I"aspect est relativement constant (cf. fig.4.10), malgré quelques variations
individuelles. La concentration plasmatique de progestérone commence a augmenter depuis
des valeurs basales en concomitance avec la chute du taux serique d’cestrogénes et du pic de

LH, suite a la lutéinisation préovulatoire des follicules ovariens [FONTBONNE et GUERIN
2003].

Progesteronemie

y

L1 FECONDABILITE

Temps

OVULATIONS

Fig.4.10: Pic de LH, ovulations et période de fécondabilité par rapport a I’évolution de la
progestéronémie (d'aprés Fontbonne et Guérin 2003),
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La concentration plasmatique de la progestérone le jour du pic de LH, c'est-a-dire deux
jours environ avant I’ovulation, est estimée entre 2.0 a 2.9ng/ml (cf. tableau 4.3). Elle atteint
le jour de I"ovulation des valeurs comprises entre 4 et 10ng/ml. La période féconde se situe
environ deux jours apres. Le taux de progestérone dépasse alors 15ng/ml [ROOT KUSTRITZ
2007a, ENGLAND et CONCANNON 2002, FONTBONNE et GUERIN 2003]. Aussi, la
progestéronemie présente des fluctuations synchrones au rythme nycthéméral, il sera donc
souhaitable d’effectuer les prélevements de sang 4 la méme heure de la journée.

Tableau 4.3: Corrélation entre la concentration plasmatique de progestérone et I’ovulation. La marge
d’erreur est estimée a + 1jour (d’aprés Root Kustritz 2001a).

Concentration de progestérone (ng/fnl) | Evénements o

Inférieur a 1.0 ~ Ancestrus ou pro- cestrus

1.0-1.9 - '~ Ovulation— 3jours ,
20-29 ~ Owulation—2jours (picde LH) |
73.0~3."9 7 - Ovulation — leUI’ - 1
40 = 1-0.0 o - 7 o Jour de I’ovulation :
Période optimale de fécondabilité = ovulation + 2jours o
Supeneur a 10 - i N Ovulation+ 1 a 5j ours Wﬁ;

Comme tous les stéroides, la progestérone est une hormone assez stable. Généralement
les prélevements de sang, d’un volume supérieur a 0.2ml, sont réalisés sur tube sec ou
heépariné (dans le doute toujours utiliser des tubes sec). Le froid permet leur conservation
pendant 2 semaines a +4°C, et environ 1 an & -20°C [PRELAUD et al. 2002].

La progesteronémie peut étre mesurée par plusieurs techniques. Les techniques
utilisées dans les laboratoires sont des dosages quantitatifs a haute précision, toutes dérivées
de trousses de dosage de progestérone humaine. Elles sont aisément adaptables au chien.

Les vétérinaires disposent également de dosages rapides semi-quantitatifs. Ils sont
ctalonnés de fagon & pouvoir présenter une coloration pour chaque tranche de progestérone
(voir plus loin). Tl s’agit de technique & précision moyenne (discordance avec les techniques
quantitatives dans 10 a 47% des cas) [PRELAUD et al. 2002].

Quelle que soit la méthode employée, le principe général du dosage reste le méme; il
s’agit d’une compétition entre la progestérone de ’échantillon et une progestérone marquée. |
Le support peut varier (cupule plastique ou membrane cellulosique), le systéme de révélation
¢galement (marqueur radioactif ou enzymatique) [GUERIN et al. 1997].

4.1.2.5.4.1 Dosage semi quantitatif de la progestérone :

Le principe de ce dosage est basé sur la compétition entre la progestérone plasmatique
et la progestérone liée & une enzyme. La cupule test contient I’anticorps monoclonal anti-
progestérone qui est fixé a une phase solide. Dans un premier temps, il faut ajouter quelques
gouttes de I’échantillon. La progestérone présente dans le plasma se fixe & ces anticorps
monoclonaux. Apres lavage de la cupule, on ajoute le conjugué qui correspond au complexe
progesterone liée a I'enzyme qui va se fixer aux anticorps monoclonaux anti-progestérone
restes libres. Apres un nouveau lavage, on ajoute en dernier lieu un melange extemporané de
substrat et de son chromogéne.

L’enzyme (souvent la peroxydase) du complexe progestérone-enzyme dégrade le
substrat. Cette réaction, invisible a I’eil nu, est révélée par un chromogéne qui donne une
coloration a la membrane de la cupule. La couleur est d’autant plus intense que le plasma a
tester est pauvre en progestérone. La lecture est donc visuelle par comparaison & un abaque de
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couleur. Ce test comprend en général 4 classes. La classe 1 correspond au taux basal entre 0 et
Ing/ml et a la couleur la plus foncée, les classes 2 et 3 respectivement & des taux de 1 a
2.5ng/ml et de 2.5 a 8ng/ml. A I’inverse, la classe 4 correspond 4 un taux élevé supérieur a
8ng/ml et est révélée par une couleur blanche [LEROYER et a/. 2002, PRELAUD et «f.
2002].

Ainsi, les dosages semi quantitatifs par méthode ELISA (Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay) reposent sur une appréciation visuelle colorimétrique et permettent
d’apprécier les variations de concentration de 1’échantillon par rapport 4 un ou deux témoins.
La valeur exacte n’est pas connue, mais ces kits sont pratiques, ils permettent généralement la
reéalisation de suivi des chaleurs dans de bonnes conditions [BUFF et SALESSE 2000,
TAINTURIER 2001].

4.1.2.5.4.2. Dosage quantitatif de la progestérone :

Les dosages quantitatifs sont réalisés par des laboratoires spécialisés, ils ont ’avantage
d’étre tres précis.

> Les techniques radio-immunologiques (RIA) demeurent les techniques de
référence pour de nombreuses hormones, notamment la progestérone. L’élément radioactif, le
plus souvent I'iode 125 ou le tritium, émet des rayonnements quantifiés par un compteur. Le
principal avantage de ces techniques est I’absence d’interférence avec le milieu du
prélévement (anticoagulants, par exemple). Le nombre d’hormones pouvant €tre dosées par
RIA est beaucoup plus important que par les techniques froides.

St les techniques radio-immunologiques font toujours figure de techniques de
référence, leur utilisation semble peu justifiée lorsque des techniques froides fiables, sans
risque pour le personnel et I’environnement, peuvent étre utilisées. Dans ce contexte, de
nombreux laboratoires équipés d’automates de chimiluminescence abandonnent
progressivement les techniques radio-immunologiques.

> Les techniques immuno-enzymatiques (EIA), principalement I’ELISA (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay) et la chimiluminescence, présentent I’avantage d’éviter la
manipulation de produits radio-actifs. Diverses enzymes sont utilisées couplée a un anticorps
ou un haptene. Comme nous venons de voir dans les kit de dosage rapide, la peroxydase (de
raifort) est souvent utilisée, parce qu’elle permet ’obtention d’une coloration rapide. Les
autres enzymes utilisées sont généralement la phosphatase alcaline et la B-galactosidase. La
coloration est lue par un spectrophotométre et le résultat brut est exprimé en DO (densité
optique). L’activité enzymatique peut étre modifiée par des anticoagulants, comme des
chélates tels que ’'EDTA (éthyléne diméthyle tétra acétique). Par conséquent, ces techniques
ne sont pas utilisables avec tous les milieux de prélévement.

A Theure actuelle, les techniques d’immuno-chimiluminescence sont les plus
répandues sur les automates de dosages hormonaux. Elles font appel a des substrats qui,
transformés, émettent durant un court laps de tems de la lumiére. La spécificité de ces
techniques est importante parce qu’il n’existe ni parasite ni diffusion.

Il est a noter que les valeurs obtenues dépendent considérablement de la technique
utilisée. Habituellement, les dosages effectués par dosage immunoenzymatique (EIA) sont
légérement €levés par rapport au dosage radioimmunologique (RIA). Les valeurs de
progestéronémie répondant au pic de LH sont de 2.5 a 3ng/ml. I est classiquement décrit que
I"ovulation se produit 48h aprés le pic de LH. La valeur de la progestéronémie au moment de
I"ovulation est, en RIA, estimée a 5.44ng/ml. Par comparaison, en EIA, ’ovulation se produit
pour une valeur de la progestéronémie d’environ 10ng/ml. On peut estimer qu’une chienne est
féconde lorsque la progestéronémie est de I’ordre de 20ng/ml en EIA.
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Plus de 80% des courbes présentent le méme tracé. Dés que la progestéronémie
augmente de fagon significative, I’évolution de la chronologie des événements est assez
constante. L’estimation de la période optimale de fécondabilité est alors possible.

L’utilisation du dosage de la progestérone pour évaluer les dates du pic de LH et de
"ovulation est justifiée car, actusllement, il n’existe aucun témoin réel de ’ovulation ou de
I¢tat de la maturation ovocytaire. De plus la progestérone est la seule hormone facilement
dosable [GUERIN et @/ 1997, ROOT KUSTRITZ 2001a, ENGLAND et CONCANNON
2002, FONTBONNE et GUERIN 2003].

Tableau 4.4 : Estimation du jour de ["ovulation par dosage quantitatif et semi quantitatif de la
progesterone (d’ apres Root Kustriiz 2001a)

e —e - -1

Methode de dosage de progesterone | Estimation du jour de I’ovulation '
' ' Les prélévements de sang sont réalisés tout |
Méthode quantitative (RIA) les 3-4jours jusqu'a atteindre des valeurs |

entre 2 et 10ng/ml (cf. tableau 4.3), f
| Les prelevements de sang sont réalisés '
- quotidiennement a partir du 4° jour depuis le
- début du pro-cestrus, jusqu’a I’obtention des
- valeurs entre 4 et 10ng/ml.

Meéthode semi quantitative (ELISA)

Donc, la mesure de la progestéronémie est un témoin fiable de détection de 1’ovulation
chez la chienne (elle constitue aujourd’hui I’une des méthodes de référence), cependant, il
n’est pas envisageable de réaliser une quantité exagérée de dosages au cours d’un méme suivi
de chaleurs, pour des raisons de cott. Les dosages de la progestérone sont en général utilisés
conjointement avec d’autres méthodes d’appréciation du stade du cycle moins onéreuses,
telles que ’examen de la vulve et de ’aspect des écoulements, la réalisation de frottis
vaginaux, etc.

En général, un suivi de chaleurs nécessite la réalisation de deux a cinq dosages de
progesterone. 11 n’est pas nécessaire de débuter les dosages avant le 6° jour des chaleurs. Si le
premier prélevement reléve un taux faible de progestérone, un examen de contrdle est réalisée
trois jours plus tard. Dés qu’il dépasse la valeur de 3ng/ml, il est systématiquement renouvelé
dans un délai de 24 4 48h. L’ovulation est confirmée chez les seules chiennes pour lesquelles
la progestéronémie dépasse les 5 a 10ng/ml [BUFF et SALESSE 2000].

Les dosages de la progestérone plasmatique, s’ils sont incontournables, peuvent
induire le praticien en erreur s’ils sont mal pratiqués ou évalués. Se contenter de repérer une
augmentation modérée du taux de progestérone sans attendre qu’ils atteignent la valeur de 5 a
10ng/ml (selon la méthode de dosage), c’est prendre le risque de faire réaliser des
accouplements trop précoces et d’augmenter les risques d’échec [FONTBONNE et al. 2000].

Ainsi, on estime en général qu'un taux compris entre 5 et IOng/ml Indlque que la
chienne a ovulé. Cependant, la période optimale de fécondabilité qui se situe environ deux
jours apres I"ovulation, se produit 4 un taux variable de progestérone, c’est pourqum une
¢tude conduite en ’an 2000 par le centre d’études en reproduction et élevage canin (Lyon,
France) sur 49 chiennes inséminées en semence congelée et fécondées prouve qu’il est
impossible de fixer un taux de référence valable universellement. La fourchette est en effet
tres large puisque sur [’échantillon, deux d’entre elles ont engagé une gestatlon a
respectwement 14 et 40ng/ml [SAUZAY 2005].

Il n’existe pas un test universel d’appréciation des fonctions gonadiques. Une bonne
connaissance de la physiologie sexuelle est un préalable indispensable pour maitriser les
indications et I”interprétation de ces examens [PRELAUD et a/. 2002].
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4.12.6. Echographie ovarienne :

L €chographie est une technique d’investigation indolore et non invasive, qui présente
I"avantage de la sécurité d’emploi [MAI 1999a].

Elle permet de visualiser les contours, la structure et les rapports des organes pleins
non calcifiés. Le terme « échographie » signifie littéralement « écriture d’une coupe formée
d’échos ». Elle se fonde sur ’emploi des ultrasons [WOLFGANG 1994, MAI 1999a].

Les ultrasons sont produits par effet piézo-€lectrique, c'est-a-dire par application d’une
différence de potentiel alternative & un cristal capable de se contracter et de se dilater en
produisant ainsi des ondes sonores [MAI 1999a].

A Pinverse, le cristal, frappé par des ondes sonores peut aussi se contracter et se
dilater, ce qui engendre une différence de potentiel entre les deux faces et un influx électrique
que I’on peut mesurer. Le cristal pi¢zo-€lectrique est donc & la fois émetteur et récepteur
d’ultrasons. Il est contenu dans une sonde : le transducteur [MAI 1999a]. )

La sonde est munie d’un cristal & propriétés pi€zo-€lectriques qui émet et regoit les
ondes sonores. Aprés réflexion des faisceaux incidents sur des interfaces du milieu qu’ils
traversent, les €chos regus sont transformés en impulsions électriques par la sonde. Celles-ci
sont alors traités €lectroniquement par I°appareil, et visualisés suivant différents modes [MAI
1999a].

Le recours & I’échographie pour visualiser les ovaires de la chienne a longtemps été
sujet a controverses. La plupart des études décrivaient les ovaires comme rarement ou non
detectables par cette méthode [WOLFGANG 1994, FONTBONNE 1996¢]. L’échographie
ovarienne €tait ainsi indiquée uniquement pour le diagnostic des tumeurs et des kystes de
'ovaire [WOLFGANG 1994].

A présent, avec un matériel plus performant, il a été démontré que les ovaires de la
chienne peuvent étre visualisés par ¢chographie en mode B (voir plus loin). En s’appliquant et
en effectuant des examens répétés, le développement folliculaire peut étre suivi, et le moment

de P"ovulation peut ainsi étre détecté [ENGLAND et CONCANNON 2002, FONTBONNE
2005].

4.1.2.6.1. Anatomie échographique des ovaires de la chienne

La connaissance préalable de I’anatomie topographique des ovaires est indispensable a
la réalisation d’un examen de qualité [MAI 1999a]. Surtout que les ovaires de la chienne sont
difficiles & mettre en évidence par ¢chographie, d’une part parce qu’ils sont trés petits et sont
enfermés dans des bourses ovariques qui peuvent étre graisseuses, et d’autre part a cause de
leur localisation superficielle (cf. chapitre 1).

Chaque ovaire forme une structure dense de 1 a 2 cm de long. Sa conformation varie
au cours du cycle cestral, en fonction du nombre et de la taille des follicules et des corps
Jjaunes qui émergent a sa surface.

Les ovaires sont situés au voisinage immédiat du pdle caudal de chaque rein. 1. ovaire
droit est donc plus cranial que I’ovaire gauche. II correspond approximativement & la 3° (a
droite) et & la 4° (a gauche) vertébre lombaire. Il est a noter que la position des ovaires peut
Iégerement varier pendant I cestrus, ils se localisent souvent plus caudalement et ventralement.

Les bourses ovariques sont plaquées par la masse intestinale contre la paroi des flancs,
d’ou leur localisation superficielle. Ils s’appuient par leur face viscérale sur le duodénum
descendant pour I’ovaire droit, et sur le colon descendant pour "ovaire gauche [WOLFGANG
1994, ENGLAND et CONCANNON 2002, FONTBONNE 2005].

4.1.2.6.2. L’examen échographique :
La réalisation de I’examen échographique passe par les étapes suivantes
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4.1.2.6.2.1. Préparation de I’animal :

Chez la chienne, on recourt a 1’échographie transcutanée pour tous les examens
gynécologiques en appliquant la sonde contre la paroi abdominale [WOLFGANG 1994].

La présence d’air constitue une géne potentielle a ’examen échographique. Des
artefacts de réverbération externe sont produits lorsque 1’air s’insinue entre la sonde et la peau
de I’animal [MAI 1999b].

Il est nécessaire de placer la sonde en contact étroit avec la peau de la région a
examiner [MAI 1999a]. Ceci impose la plupart du temps de tondre les poils en région
abdominale soit au niveau des flancs (examen sur animal debout), ou bien en partie ventrale
de ’abdomen (examen sur animal debout ou couché), et ’application d’un gel de couplage
pour éliminer les bulles d’air qui s’intercalent entre la sonde et la peau.

Ainsi, I’élimination des poils améliore la qualité de ’image méme chez les chiennes a
pelage peu abondant [WOLFGANG 1994].

Toutefois, bien que I’examen échographique au niveau des flancs soit plus confortable
pour I’examinateur, la tonte & ce niveau est parfois mal percue pour des raisons esthétiques.
L’examen en région ventrale peut lui étre préféré méme s’il nécessite de tondre une zone bien
plus large [ENGLAND, YEAGER et CONCANNON 2003, FONTBONNE 2005].

Si ’on peut s’abstenir de raser les chiennes peu velues, il faut alors presser plus
fortement la sonde et appliquer une plus grande quantité de gel de contact, ce qui rend plus
difficile le nettoyage de 1’animal aprés 1I’examen [WOLFGANG 1994].

Chez les animaux gras, la qualité des images n’est souvent pas satisfaisante en dépit
du rasage [WOLFGANG 1994, ENGLAND et CONCANNON 2002, FONTBONNE 2005].

4.1.2.6.2.2. La contention :

L’examen échographique des ovaires se fait de préférence sur animal debout, ou
méme avec la chienne couchée dorso-latéralement (cf. fig. 4.11), la sonde dans ce cas devra
&tre positionnée au dessus de la paroi abdominale en région ventro-latérale [ENGLAND,
YEAGER et CONCANNON 2003, FONTBONNE 2005].

Aucune sédation n’est nécessaire. Une respiration forcée ou un halétement intense
peuvent entrainer une forte instabilit¢ de I’image et compliquer I’interprétation. On peut
réduire ou supprimer passagérement les mouvements respiratoires en fermant la gueule ou en
obstruant brievement les naseaux de la chienne [WOLFGANG 1994].

Fig. 4.11: Examen échographique des ovaires de la chienne dans les différentes positions possible
(d’apres Fontbonne 2005).

4.1.2.6.2.3. Le choix de la sonde :

Sachant que les ovaires sont plaqués contre la paroi abdominale latérale, les sondes qui
retranscrivent une image des organes superficielles avec un pouvoir de résolution élevé sont
les mieux adaptées. En effet, I'utilisation de sondes de haute fréquence (>7MHz) est conseillé
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afin d’obtenir une bonne résolution. Une fréquence de 5 ou 7.5MHz, choisie selon la taille de
I"animal, peut néanmoins assurer un examen complet des ovaires [MAI 1999a].

Les sondes sectorielles sont souvent utilisées en médecine canine, et conviennent
parfaitement & I’examen des ovaires chez la chienne [WOLFGANG 1994, MAI 1999a].

4.1.2.6.2.4. La recherche des images :

Elle s’effectue en observant 1’écran et en mobilisant la sonde sur la région a
¢chographier, afin de reconnaitre les différentes coupes anatomiques que la sonde restitue, la
situation, la morphologie et I'échostructure des ovaires, L’appareil est réglé afin d’affiner
I’examen.

L’échographie transcutanée de I’abdomen offre aux ultrasons une incidence ventro-
dorsale. 1l faut se rappeler dans I’examen de 'image que sa partie proche de la sonde
correspond a la partie inféricure de I’abdomen, et sa partie €loignée de la sonde aux portions
dorsales du corps (cf. fig. 4.12). Les images obtenues dans ce cas sont ainsi « renversées » par
rapport aux images obtenues par échographie transrectale chez la jument et la vache par
exemple.

Dans I’échographie transrectale I’appareil génital est proche de la sonde et la vessie
geéncralement plus éloignée. A I’inverse, dans I"échographie transcutanée des carnivores, la
vessie est proche de la sonde et I’appareil genital est en bas de I'image [WOLFGANG 1994].

Fig. 4.12: ‘Echographie sur une chienne
debout utilisant une sonde sectorielle.
H représente la vessie, localisé au dessous
de Iutérus (d’aprés Wolfgang 1994),

L’examen échographique des organes génitaux internes doit se faire d’arriére en avant.
- Nous devons d’abord rechercher la vessie dans le bassin. Elle apparait nettement comme un
organe creux anéchogene (voir plus loin) et sert de point de repere. Pour 1’échographie, il est
avantageux que la vessie soit pleine car elle facilite I’examen en Jjouant le rdle de fenétre
acoustique [WOLFGANG 1994, MAI 1999a].

4.1.2.6.2.5. La lecture des images €chographiques :

Quelques notions de sémiologie c¢chographique doivent étre rappelées afin de pouvoir
faire la lecture des images échographiques des ovaires de la chienne

4.1.2.6.2.5.1. Rappels de sémiologie échographique :

L’image échographique résulte de I"analyse des échos qui reviennent 4 la sonde. Selon
la modalité¢ d’analyse des échos captés par le transducteur, on distingue les modes A
(Amplitude), B (Brillance) et TM (Temps Mouvement).

En mode B le plan balayé par le faisceau ultrasonore est représenté sur un moniteur de
telévision sous la forme d’une multitude de points. L’intensité de chaque point est
proportionnelle a I"amplitude de Iécho correspondant. On obtient sur I’écran une image en
deux dimensions, noire et blanc avec toute I’échelle des gris. C’est le mode le plus utilisé.
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Les images des structures rencontrées en mode B sont :

Les structure liquidiennes (urine, sang, liquide folliculaire...) étant d’excellent
transmetteurs sonores, ils apparaitront comme des zones sans écho: anéchogénes (de couleur
noire).

Le tissu mou est caractérisé par la répartition homogéne des échos, qui apparaissent
dans une zone de gris. Le parenchyme de chaque organe présente une échogénicité
caractéristique, basée sur sa densité tissulaire et identifiée par I’intensité et la répartition des
¢chos. Pour des réglages identiques, des parenchymes apparaitront dans un ordre
d’¢chogenicité croissante (les reins sont plus échogénes que le foie par exemple). Les masses
graisseuses sont les tissus les plus échogénes, faciles & identifier car ils entrainent une
atténuation franche en profondeur.

Les structures solides sont des formations denses (os, cartilage), qui réfléchissent
quasiment toute I’énergie sonore. Leur surface apparait hyperéchogene sur I’écran (de couleur
blanche), suivie d’une zone dépourvue d’échos qui correspond a la forte atténuation du
faisceau sonore.

Les gaz se comportent sur le plan sémiologique comme des solides et ne transmettent
pas I’onde sonore.

Interfaces et parois: I’interface est une séparation entre deux structures, non
matérialisée par une paroi histologique. Elle se traduit par une ligne échogeéne entre deux
tissus d’échogénicité différentes, qui n’est visible que si le faisceau d’onde lui est paralléle.
La paroi histologique est matérialisée sur 1’écran par une ligne échogéne semblable a
I"interface, mais restera visible également si le faisceau ne lui est pas perpendiculaire.

4.1.2.6.2.5.2. Aspect échographique des ovaires de la chienne :

En fin d’ancestrus, les ovaires de la chienne apparaissent hypoéchogénes, ils tendent a
augmenter de taille et de petits follicules sphériques de 1 4 2mm remplis de liquide peuvent
¢tre observés. Cette situation peut se maintenir pendant 30jours ou plus avant le début du pro-
cestrus [ENGLAND, YEAGER et CONCANNON 2003].

Le nombre et la taille des follicules cavitaires augmente au cours du pro-cestrus (cf.
photo 1, fig. 4.13), et les follicules ont un aspect anéchogéne (noire) et sphérique, ils
deviennent tout a fait évidents 5 jours avant I’ovulation. A ce moment 13, le diamétre des
follicules augmente pour atteindre la taille maximale, environ un jour apres le pic de LH. Les
plus grands follicules atteignent 4 ce moment 14 8 4 9 mm (méme jusqu’a 13mm) de diamétre,
leur paroi devient plus irréguliére et ils deviennent saillants au dessus du stroma ovarien.

Plusieurs ou méme tous les follicules qui apparaissaient jusque 14 anéchogénes sur les
ovaires, sont typiquement remplacés par des structures hypoéchogenes ou échogénes au
moment de I’ovulation, et semblent disparaitre (cf. photo 2, fig. 4.13). Ce changement
d”échogenicité est évident pendant un & deux jours, il peut étre mis en évidence si les ovaires
sont examinés quotidiennement [FONTBONNE 2004].

C’est le changement d’échogénicité des fluides folliculaires au moment de I’ovulation,
accompagné de la diminution de la taille des follicules qui est & ’origine de ce changement.
Cependant si I’ovulation n’a pas pu étre constaté a I’échographie chez la chienne, ceci serait
dd au fait que les follicules ne s’affaissent pas aprés leur rupture.

Encore que cette apparence échogéne n’est que tranmsitoire. Les COIps jaunes
s'installent rapidement, et comme ils contiennent des cavités remplies de liquides, des
structures anéchogenes réapparaissent de nouveau 24 a 48h aprés I’ovulation (cf. photo 3, fig.
4.13). Ainsi, Paspect échographique des follicules préovulatoires et des corps jaunes est
sensiblement identique, a la différence des follicules, les corps jaunes sont entourés par des
parois épaisses, et qui se développent au fur et mesure de leur formation [ENGLAND,
YEAGER et CONCANNON 2003, FONTBONNE 2004].
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PHOTO 01 : ECHOGRAPHIE OVARIENNE EN PHASE
FOLLICULAIRE

Ovaire droit d’une chienne Beagle
examiné un jour aprés le pic de LH,
L’ovaire apparait sur un plan
longitudinal. Trois larges follicules
préovulatoires apparaissent sous forme
de sphéres anéchogénes a parois fines.
Un des follicules est mesurée au
niveau de son plus large diamétre par
un compas €lectronique (x - x). il
mesure 6mm un jour avant I’ovulation.

: ) . L’échelle a gauche est graduée tous les
a % il RN 2mm.

OTO 02 : RAPHIE OVARIENNE JUSTE APRES
L’OVULATION

#E# | Ovaire droit (plan longitudinal) d’une
P chienne Beagle obtenue 2.5j aprés le
pic de LH et juste apres ’ovulation qui
a eu lieu 2j aprés le pic de LH. Cet
ovaire 0.5 aprés I’ovulation ne
présente pas de follicule anéchogéne
distinct visible. Les dimensions de
PPovaire ont légérement diminués
comparés a ses dimensions un jour
avant ’ovulation. L’échelle & gauche
est graduée tous les 2mm.

"~ PHOTO 02 : ECHOG

%
fa

) |
HOTO 03 : ECHOGRAPHIE OVARIENNE EN PHASE

LUTEALE

"8 | Ovaire droit (plan longitudinal) d’une
3 chienne Beagle 6j aprés le pic de LH et
4j apres I’ovulation. L’ovaire contient
au total 2 grandes, 2moyennes et
2petites structures anéchogénes avec
des parois de diamétres différents. La
petite structure anéchogeéne en bas de
I’image mesure 4mm a son plus large
diamétre, elle est considérée comme
follicule non ovulé. Les autres
structures anéchogénes ont des cavités
fluides, elles représentent les corps
Jaunes en formation,

R 2 T T AT B ¥ M L S

Fig. 4.13 : Photos d’échographies trans-abdominales en mode B d’ovaires de chienne avant et apfés
Povulation (d’aprés England, Yeager et Concannon 2003).
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Actuellement, I"utilisation de I’échographie ovarienne est sous-exploitée en pratique
quant a la détermination de la période optimale de fécondabilité. Pourtant, cette technique est
tres séduisante car indolore, elle ne nécessite pas ’anesthésie de I’animal, et aucune
conséquence biologique néfaste n’a & ce jour été mise en évidence sur les tissus échographiés.

Avec un matériel performant, elle pourrait permettre d’identifier avec plus de
precision le moment de I’ovulation et de programmer des inséminations dans un délai de deux
a quatre jours. D’aprés Fontbonne et al. (2004), c’est la seule méthode qui permet de voir en
temps réel ce qui se passe dans les ovaires (troubles de I’ovulation, existence de kystes) et
autorise le comptage des follicules sur une chienne dgée pour laquelle on peut décider, le cas
¢chéant, de ne pas saillir [ENGLAND et CONCANNON 2002, ENGLAND, YEAGER et

CONCANNON 2003, FONTBONNE et al. 2004, SAUZAY 2005, FONTBONNE 2005 et
2006].

4.2. Les protocoles de suivi des chaleurs :

St la chienne accepte souvent I’accouplement pendant une longue période, pouvant
aller jusqu’a une dizaine de jours, sa période de fertilité est plus bréve. Le comportement
d’cestrus n’est donc pas un bon indicateur du choix du moment de la sailliec ou de
I"insémination.

Expérimentalement, il 4 méme été démontré, grice a I’utilisation de colorants radio-
opaques infusés dans le vagin, que le col utérin de la chienne reste ouvert au maximum six
jours apres le pic de LH, et qu’il peut étre fermé & des moments ol la chienne accepte les
males. En d’autres termes, |’accouplement peut avoir lieu sur une longue période, mais les
spermatozoides ne seraient capables de pénétrer dans 1’utérus que pendant une période
restreinte de I’cestrus [FONTBONNE et a/. 2000].

Les tests complémentaires tels que les frottis vaginaux et I’examen endoscopique des
parois vaginales sont intéressants pour mieux repérer la période péri-ovulatoire, mais ne sont
pas suffisamment précis pour déterminer avec certitude la période de fécondabilité.

Les dosages de la progestérone plasmatique représentent actuellement 1’examen de
choix pour déterminer la période optimale de fécondabilité. Cependant, en plus de leur coiit
cleve, les taux de progestéronémie au moment optimal sont trés variables selon les individus.
Il n’est donc pas possible de déterminer cette période a 1’aide des seuls dosages de la
progestérone.

Lors d’un suivi de chaleurs, plusieurs éléments doivent étre pris en compte,
I’anamnese et I’examen clinique de la chienne comptent autant que les examens
complémentaires [FONTBONNE et a/. 2000].

Il est clair donc que la mise en évidence de la période optimale de fécondabilité n’est
pas une mission facile. D une part, la chienne présente une variabilité physiologique liée a la
longueur du pro-cestrus et de 1’cestrus, et d’autre part aucun examen n’est suffisamment
specifique, les chercheurs sont conduits a varier les tests mais aucune association d’examens
ne semble avoir montré de réelle supériorité par rapport aux autres. Il faut donc chercher
surtout a cumuler les indices [FONTBONNE et a/. 2000, ENGLAND et CONCANNON
2002].

Déterminer le début de I’cestrus ne permet pas de dater la période optimale de
fécondabilité. Toutefois, I’intervalle qui sépare le pic de LH de I’ovulation, ainsi que
Iintervalle qui sépare I’ovulation du début de la période de fécondabilité sont relativement
constants dans I’espece canine (cf. tableau 4.5). De 1a sont nés différents protocoles de suivi
des chaleurs combinant a la fois divers examens complémentaires, tout en essayant de tirer le

maximum de données de chacun d’entre eux séparément [FONTBONNE et al. 2000,
ENGLAND et CONCANNON 2002].
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Tableau 4.5 : Tableau récapitulatif des principaux événements se produisant pendant le pro-cestrus et
I"cestrus de la chienne (d’ aprés England et Concannon 2002).

Bals

J4aJ6

Les phs vagmaux atteignent le maximum de plicature.

‘Modifications clmlques et phys:ologlques par ’ Jours par rapport au
_ rapport au statu de fertilité de la chienne pic de LH
‘Début &’ augmentéﬁid}l_&gl_oégr_ogenemle | J-40 4 J-6
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Ainsi, de multiples combinaisons entre les marqueurs des chaleurs sont retrouvées
dans la littérature. Néanmoins, suivant 1’objectif & atteindre, tous les protocoles s’inscrivent
dans I’une des optiques suivantes :

Soit que le protocole est & visé clinique, dans un contexte de suivi de la reproduction
en client¢le ou en élevage canin [PHEMISTER et al. 1973, FONTBONNE 1996, GUERIN et
al. 1997, FONTBONNE et GUERIN 2003]. Dans ce cas, le protocole doit répondre aux
exigences de la pratique; c'est-a-dire la simplicité d’utilisation et la rapidité d’obtention des
résultats avec un minimum de frais. A I’examen clinique sont combinés les frottis vaginaux et
le dosage de la progestérone (voir plus loin). La, on remarque surtout 1’utilisation des kits de
commerce pour les frottis vaginaux (tel que Diff-Quick® et Diagneestrus®), et les kits de
dosage semi-quantitatif de la progestérone (tel que Ovulation-test®) [TAINTURIER 2001].

Soit que le protocole est & visé expérimentale, dans le cadre de la recherche relative
aux biotechnologies de la reproduction chez les canidés domestiques et sauvages [DOLF et al.
2000, REYNAUD et al. 2004b, CHASTANT-MAILLARD et al. 2005, DURRANT et al.
2006], ou celle permettant d’approfondir les recherches fondamentales sur les affections
héréditaires homologues entre I’homme et le chien [ANDRE et GALIBERT 2005,
CONCANNON 2005]. Dans ce cas, le protocole exige la précision et 1’exactitude dans la
détermination du moment de ’ovulation. Les techniques les plus précises, tel que le dosage
quantitatif de LH ou I’échographie ovarienne, sont employés en plus du des frottis vaginaux et
du dosage de la progestérone. Ici, la coloration des frottis vaginaux se fait par les techniques
de référence, et la progestéronémie est mesurée par un dosage quantitatif.

Les deux sous paragraphes suivants décrivent des exemples de protocoles utilisés & des
fins cliniques pour le premier, et & des fins de recherche pour le second.

“& Protocoles de suivi de chaleurs a visé clinique :

Prenons par exemple le Centre d’Etudes en Reproduction Canine Assistée (CERCA,
France). Les frottis vaginaux et le dosage de la progestérone sont systématiquement employés
en parallele afin de déterminer la date de la saillie ou de I’insémination artificielle. Le
personnel applique théoriquement le protocole suivant [GUERIN et a/. 1997, BARONE
2006] -

Lors de la premiere visite, les commémoratifs sont prélevés. En considérant le premier
jour des écoulements vulvaires comme le premier jour des chaleurs, un frottis vaginal est
effectué vers le 5° ou 6° jour des chaleurs. Le frottis est réalisé par €couvillonnage profond du
vagin. Les cellules sont étalées sur lame puis colorés par la technique de Harris-Shorr, afin
d’évaluer par un examen microscopique le degré de kératinisation des cellules. La taille et la
forme des cellules, ’aspect de leur noyau, la présence d’hématies ou de polynucléaires et
I’indice éosinophile sont notées [GUERIN et al. 1997, LUC 2005, BARONE 2006].

En fonction de I’aspect du frottis évoquant un pro-cestrus ou un cestrus, ils procedent
soit a un nouveau frottis 2 & 5 jours plus tard, soit 4 un dosage de la progestéronémie (cf. fig.
4. 14). Cependant, celui-ci a tendance a se généraliser et est effectué quai systématiquement,
sans tenir compte du frottis vaginal [BARONE 2006]. En effet, le dosage de la progestérone
est considéré comme la méthode la plus précise pour détecter le moment de I’accouplement.
Drailleurs, en cas de discordance entre le frottis vaginal et le dosage de la progestérone, ¢’est
ce dernier qui prime [FONTBONNE et GUERIN 2003].

Le prélevement sanguin est effectué sur tube hépariné en vue du dosage de la
progestéronémie plasmatique réalisé dans la journée. Le CERCA emploi un test
d’¢lectrochimiluminescence qui s’utilise sur un analyseur automate Elecsys (Roche
diagnostics, Meylan, France). Son domaine de mesure est compris entre 0.030ng/ml et

60.00ng/ml. Cet automate est capable de réaliser une analyse en 18 minutes seulement
[BARONE 2006]. ‘
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Les chiennes sont examinées de 48h en 48h jusqu’a ce que le taux de progestérone
dépasse 6ng/ml, valeur prise comme témoin de I’ovulation. Les saillies ou inséminations sont
pratiquées deux jours aprés |’obtention de cette valeur et répétees, dans la mesure du possible,
48h plus tard [BARONE 2006).

Les chiennes dont la progestéronémie n’atteint pas la valeur de 6ng/ml alors que
I"indice €osinophile a chuté sont considérés comme n’ayant pas ovulés [GUERIN et al. 1997].

Premier contrdle vers 5 a 6 jours des chaleurs

FROTTIS VAGINAL
L
I ]
Dédut de pro-cestrus Fin de pro-cestrus Frottis d'cestrus
Controle aprés — Controle aprés —Dosage de la
Sjours 2jours progesterone
FROTTIS FROTTIS
| i
Pro-eestrus  (Estrus  L_fin de Estrus—
pro-aestrus | | ]
taux<2ng taux entre taux>6ng
2 et bng
Controle aprés  Dosage de la
2-3jours progetérone
FROTTIS Controle Dosages Saillie ou
aprés quotidiens IA aprés
3jours ou tous les 1233 jours
| i I
Pro-cestrus (Estrus tauv[. <2ng taux entre | taux entre taux;l-éng;"irﬂ

2 et 6ng 2 et bng
Fig. 4.14: Protocole de suivi de chaleurs utilisé au CERCA (d’aprés Fontbonne 1996a).

‘% Protocoles expérimentaux de suivi des chaleurs :

Prenons par exemple le protocole expérimental employé par Reynaud et al. (2005b)
dans le cadre de I'étude in vivo de la reprise de la méiose, de la fécondation et du
développement embryonnaire chez la chienne.

Les cinquante chiennes en expérimentation étaient soumises & un suivi hebdomadaire
par frottis vaginaux. Le début des chaleurs était déterming par I’observation des écoulements
sanguins a la vulve. Durant les chaleurs, le taux de progestérone sérique était mesuré
quotidiennement. Le dosage était effectué a I°aide du kit Elecsys (Roche Diagnostics, Meylan,
France). Une fois que la progestéronémie commence a augmenter au-dessus de 2ng/ml, deux
a trois échographies ovariennes (échographe HDI 3500, sonde de 7.5MHz, ATL, Phillips
Systemes Médicaux, Suresnes, France) étaient réalisées quotidiennement Jjusqu’a constatation
de "ovulation [REYNAUD et al. 2005b]
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4.3. Les perspectives d’avenir :

Sur le plan de la reproduction, la chienne est une espéce particuliére, rappelons-le, par
son endocrinologie, sa physiologie ovarienne, sa maturation ovocytaire et son développement
embryonnaire.

Durant ces trente derniéres années, les recherches concernant la physiologie de la
reproduction chez la chienne étaient surtout centrés sur les aspects endocriniens et les
avancées cliniques. Les recherchent actuelles visent maintenant 4 améliorer les connaissances
fondamentales, notamment celles concernant les mécanismes de I’ovulation et de la
maturation ovocytaire [REYNAUD et a/. 2005a].

Dans le cadre du suivi des chaleurs, la compréhension du phénomene de 1’ovulation
permet de cerner le moment ou elle se produit. L’adaptation de 1’échographie ovarienne a
PPespece canine a permis de suivre directement, en temps réel et sans danger pour la chienne,
les remaniements folliculaires aboutissants a I"expulsion des ovocytes.

La possibilit¢ de renouvellement illimité de cet examen, la lecture immédiate des
images €chographiques et donc des résultats, ainsi que tous les renseignements apportés par
ce marqueur du cycle de la chienne, en font 1’outil diagnostique le plus prometteur dans
I"avenir,

Et si I’échographie ovarienne est déja systématiquement utilisée au cours des
protocoles expérimentaux de suivi des chaleurs [DUMASY 2001, ENGLAND et
CONCANNON 2002, REYNAUD et al. 2005b], certains auteurs parlent de vulgarisation de
cette technique en pratique courante. Un protocole s’appuyant sur des frottis vaginaux jusqu’a
indication de ’entrée en cestrus, puis dosage de la progestérone jusqu’a augmentation de cette
derniére (au dela de2ng/ml), ensuite deux échographies quotidiennes (4 défaut au moins une)

jusqu’a constatation de 1’ovulation, est entrevu comme protocole d’avenir [FONTBONNE et
al. 2004, SAUZAY 2005].
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CHAPITRE 5. LA MAITRISE DU CYCLE (ESTRAL :

La connaissance de la physiologie sexuelle de 1’espéce canine, donc la maitrise de sa
reproduction, est trés en retard par rapport aux autres espéces d’animaux domestiques. En
effet, chez un grand nombre d’especes domestiques, les biotechnologies de la reproduction en
sont a leur quatricme génération. Le transfert embryonnaire et la production d’embryons in
vifro sont maitrisés et le clonage a déja été réalisé, méme si les rendements sont variables
selon les espeéces. Chez le chien, la technique de reproduction la plus avancée est une
biotechnologie de premiére génération « I’insémination artificielle en semence congelée »
[FONTBONNE et a/. 2000, CHASTANT- MAILLARD et a/. 2005].

Plusieurs raisons peuvent expliquer ce retard de I’espéce canine. Tout d’abord, les
implications économiques sont moindres, comparativement aux ruminants, ce qui explique le
peu d’intérét des chercheurs. L’espéce canine présente en outre de nombreux obstacles
physiologiques : le cycle est particulierement long (environ six mois) et la physiologie de
I’ovocyte est différente de celle des autres mammiferes. En particulier I’ovulation a lieu en
présence d’un taux déja ¢levé de progestérone car le follicule subit une lutéinisation
préovulatoire. L’ovulation libere en outre chez la chienne des ovocytes diploides, donc encore
immatures et non fécondables (alors qu’ils sont directement haploides chez les autres
mammiféres), quarante huit & soixante heures sont nécessaires pour qu’ils deviennent
haploides et fécondables [CHASTANT- MAILLARD et a/. 2005].

Le matériel biologique nécessaire aux expériences est rare. Chez les espéces
consommees pour leur viande, ["abattoir permet de collecter de nombreux ovaires, ce qui n’est
evidemment pas le cas chez la chienne. Toutes ces difficultés concourent & ce que peu
d’équipes dans le monde travaillent a la mise au point de nouvelles biotechnologies de la
reproduction dans I’espéce canine [CHASTANT- MAILLARD et al. 2005].

L’intérét récemment apparu est a corréler a I’importance sociétale croissante prise par
le chien, ainsi qu’a la volonté de sauvegarde des canidés en voie de disparition (lycaon, loup
rouge, loup mexicain, fennec, coyote, certains renards, certains ourses, etc.) pour lesquels le
chien domestique représente un modele [DOLF et al. 2000, CHASTANT- MAILLARD et al.
2005, DURRANT et /. 2006].

Alnsi que les intéréts mutuels en médecine vétérinaire et humaine de la génétique
canine quant aux recherches menées sur I’héritabilité ou les maladies d’origine génétique,
pour lesquels les chiennes qui appartiennent & des colonies sont retenues comme modéle
expérimental. En effet, le chien développe des affections spontanées analogues a celles de
I"'Homme (sur le plan clinique et physiologique), au contraire de la souris chez qui les
modeles, bien souvent induits, ne sont pas les « vrais » analogues des maladies humaines
[ANDRE et GALIBERT 2005, CONCANNON 2005].

Neanmoins, la maitrise de la reproduction chez la chienne nécessite la mise en place
d’un suivi de ovulation. Ce dernier s’inscrit comme une étape préliminaire quel qu’en soit
I’objectif a atteindre.
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5.1, L’induction des chaleurs :

Le premier objectif des traitements d’induction artificielle de 1’cestrus est aujourd’hui
de restaurer la fonction de reproduction dés lors qu’un intervalle inter-cestral anormalement
prolongé est observé (plus de 10 mois), non seulement en provoquant I’cestrus, mais surtout
en induisant une ovulation, suivie d’une fécondation et d’une gestation qui abouti a la
naissance de chiots en bonne santé. Un second objectif serait celui du déclenchement
volontaire des chaleurs dans le but d’une planification optimale de la période de gestation ou
de mise bas, I"accroissement du nombre annuel de portées ou la mise en ceuvre des différentes
biotechnologies de la reproduction tel que le transfert embryonnaire. Cependant, il n’existe
pas actuellement de protocole fiable, simple et économique permettant d’induire des chaleurs
et des ovulations fertiles, 4 un instant donné précis [BUFF 2000, CHAFFAUX et BAZILE
2001, KUTZLER 2005].

De trés nombreux protocoles peu satisfaisants ont été mis au point par différentes
¢quipes de recherche dans le monde pour déclencher les chaleurs chez la chienne. Le taux de
fertilit¢ obtenu avec des protocoles utilisant la PMSG (Pregnant Mare’s Serum
Gonadotropin) et la hCG (Human Chorionic Gonadotropin) dépasse rarement les 50%, et le
pourcentage de gestations obtenues est généralement d’environ 20 & 30% [BUFF 2000,
KUTZLER 2005]. L’utilisation de la FSH seule donne des résultats moins satisfaisants que la
PMSG. L’association du diéthylstilbestrol a la FSH semble améliorer les résultats, avec 70%
d’inductions, 46% d’ovulations mais seulement 20% de gestations [BOUCHARD et GROSS
1993, BUFF 2000].

L’administration de GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone) ou d’agonistes de
GnRH est possible lorsque le fonctionnement de 1’axe hypophyse-ovaire est conservé. Ce
traitement a permis d’obtenir 37 & 85% de gestations chez les chiennes traités [BUFF 2000].
Cependant, le méme traitement administré chez des renardes en fin d’ancestrus proveque des
chaleurs synchronisées mais a fertilité nulle [CHAFFAUX et BAZILE 2001, KUTZLER
2005].

Plus récemment, I'utilisation d’inhibiteurs de la prolactine a effet dopaminergique
(bromocriptine, métergoline, cabergoline) a ouvert une nouvelle possibilité d’induction de
I"cestrus. Ladministration prolongée de bromocriptine par voie orale a permis d’obtenir une
réduction de la durée de I’inter-cestrus par interruption précoce de la phase lutéale et de
I"ancestrus. Aprés trois & quatre mois de traitement en moyenne, un taux de 62% de gestation
a ¢te observé. La cabergoline administrée par voie orale pendant 7 a 10jours a des chiennes
vivant en chenil a permis d’obtenir des taux de gestation de 93 3 100% [BUFF 2000].

La mise en ceuvre d’un protocole d’induction de I’cestrus ne devrait jamais étre
dissociée de la réalisation d’un suivi convenable de Povulation, de méme, lorsque une
ovulation est confirmée, mais que 1’on observe un refus de I’accouplement, il convient de
recourir a I’insémination artificielle,

5.2.La synchronisation des chaleurs :

L’indication majeure de la synchronisation des chaleurs chez la chienne, s’incére dans
le cadre des programmes de transfert embryonnaire [KUTZLER 2005].

Un protocole de synchronisation a été établi par combinaison entre FSH et LH mais
sans succes. Lutilisation conjointe de diéthylestilbestrol a permis d’induire des chaleurs
fertiles mais non synchronisées [FONTBONNE 1995, KUTZLER 2005].

De méme, la prolactine participe dans la détermination de la durée de I’ancestrus,
probablement en influengant la sécrétion des gonadotrophines et/ou la réponse ovarienne a
leur égard. Cependant, I’effet des anti-prolactines varie considérablement suivant le stade du
cycle auquel le traitement débute. Plus le traitement est entrepris tardivement dans I"ancestrus,
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plus rapidement surviennent les chaleurs. Pour un groupe de femelles, les cestrus sont donc

difficilement synchronisables par ce type de traitement [CHAFFAUX et BAZILE 2001,
KUTZLER 2005, CHASTANT- MAILLARD et a/. 2005]. ’

5.3. La superovulation :

La chienne ne répond pas ou mal aux traitements hormonaux de superovulation
classiquement utilisés (FSH). Il est donc difficile d’augmenter le nombre de descendants par
femelle [CHASTANT- MAILLARD et al. 2005].

__ 5.4. L.’ insémination artificielle (IA) :

La premicre insémination artificielle de chienne 4 I’aide de semence fraiche a été
réalisée en Italie en 1787 par I’abbé Spallanzani. Par la suite, il a fallu attendre le
_ développement de la cynophilie dans les années 1970 pour voir apparaitre aux Etats-Unis la
premiere portée de chiots nés a partir d’insémination artificielle en sperme congelé. Ce n’est
cependant que depuis une vingtaine d’années que les indications exactes et les services rendus
- par cette technique de reproduction assistée ont &té précisés [FONTBONNE 1995,
TAINTURIER et a/. 2003].
En effet, I'insémination artificielle s’avére treés utile voire indispensable en cas
— d’hypofertilit¢ male, ou d’impossibilité de réalisation d’une saillie quand la femelle est
dominante ou agressive. '
Elle autorise la prévention contre la diffusion de maladies vénériennes infecticuses
s contagieuses comme la vaginite, la balanoposthite et 1a séropositivité & I’herpés virose canine.
Elle permet également de répondre & des indications zoologiques, voire génétiques en
permettant une meilleure exploitation des étalons & potentiel geénétique ¢élevé dans le cadre de
— la sélection et de I"amélioration genetique des races. Ainsi que la reproduction de races de
chiens a tres faibles effectifs, voire 4 des races en voie d’extinction.
L’insémination artificielle peut étre réalisée soit a ’aide de semence fraichement
prélevée, ou bien aprés conditionnement sous régime du froid qui permet sa conservation.
En effet, la semence réfrigérée peut étre conservée pendant 48h ou méme plus, et la
semence congelée peut étre conservée pour une durée quasl illimitée.
— Suivant le type de semence utilisée (fraiche, réfrigérée ou congelée), plusieurs
méthodes d’insémination existent. L’insémination a I'aide de semence fraiche ou réfrigérée
donne d’assez bons résultats en genéral une fois déposés au fond du vagin de la chienne (cf.

tableau 5.1). La semence congelée nécessite par contre d’étre déposée dans 1'utérus de cette
derniere.

— Tableau 5.1 : Fertilité et prolificité apres insémination artificielle (IA) intra vaginale ou intra utérine
a I'aide de semence fraiche, réfrigérée ou congelée chez la chienne (d’aprés Linde-Forsberg 2001).

a | % des mises bas ‘ Nombre de chiots
_ Type de . i SNl . N -
semence | A | A A~ A -
. ' Intra-vaginale = Intra-utérine Intra-vaginale Intra-utérine
_ Fraiche | 478 . 652 | 58%28 [ 65%25
Réfrigérée | 451 | 656 | 58=30 | 64x32 |
Congelée 346 | 52.0 | 47+26 [ 50x32

Le moment de [P’insémination artificielle est différent en fonction du mode
_ d’insémination choisi (cf, tableau 5.2). Un suivi rigoureux des chaleurs permet de préciser la
période optimale de fécondabilité pour chaque technique. Surtout lors de I"utilisation
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d’insémination artificielle en semence congelée dont la durée de vie du sperme (apres
décongélation) est considérablement raccourci (environ 12 a 24h contre 48h pour la semence
réfrigérée et 3 a 7 jours pour la semence fraiche) [TAINTURIER et al. 2003].

Tableau 5.2 : Le moment optimal pour I’insémination suivant la méthode utilisée (d’aprés England et
Concannon 2002).

émination |

!

M¢éthode d’insémination | Moment optigal_;l—()—l;f’i}i's
' 346 jours apres le pic de LH (1 a4 jours
| apres ’ovulation). ;
IA en semence réfrigérée 44 6 jours apres lc? pic de. LH (2 4 4 jours

‘ apres 1’ovulation). |

IA en semence fraiche

[A en semence congelée 526 jours apres lc:; pic de.LH (3 a4 jours
| apres I’ovulation). |

—

Quelque soit le type d’insémination (en semence fraiche, réfrigérée ou congelée), on
retrouve trois étapes clés : le suivi des chaleurs de la chienne et la détermination du moment
de I"ovulation, le prélévement et 1’examen de la semence du madle (éventuellement sa

congelation a -196°C) et I’insémination proprement dite [BADINAND 1990, TAINTURIER
N et al. 2003].

. 3.4. Le transfert embryonnaire :

Chez la chienne, le transfert d’embryon est encore a un stade experimental. Le peu
d’essais réalisés ont porté sur un nombre restreint de femelles (au mieux une dizaine) selon
— des modalités variées (stade de I"embryon, transfert dans I’oviducte ou dans I'utérus, etc.). Le
rendement des collectes effectudes par ringage de ’utérus ou des oviductes est faible, 30 a
40% des embryons formés sont récupérés. Neanmoins, 90% des embryons collectés sont
- viables [CHASTANT- MAILLARD et al. 2005].
L’étude la plus porteuse d’espoirs est celle de Tsutsui et al. (2001), le transfert
d’embryons collectés du stade huit cellules au stade blastocyste (huit & onze jours apres
- I"ovulation) dans I’utérus de 21 femelles receveuses ont permis un taux de gestation de 57%.
Environ la moiti¢ des embryons transférés chez les femelles gestantes ont donné naissance a
des chiots.

La mise au point de la transplantation d’embryons produits in vivo permettrait
d’augmenter le nombre de descendants par femelle et de faire reproduire des femelles
incapables de mener a bien une gestation. Si les embryons canins s’avérent congelables
— (comme c’est le cas dans beaucoup d’espéces), la technique autorisera les échanges et la

conservation de matériel génétique. Elle rendrait aussi possible le diagnostic de tares
génétiques (diagnostic pré-implantatoire ou DPI). Cette technique existe pour embryon
— humain. Chez le chien, les genes responsables de plusieurs tares sont connus et recherchés

chez I"adulte, ils pourraient donc I’étre chez 'embryon [CHASTANT- MAILLARD et ol
2005].

3.5. La récolte d’ovocytes :

La récolte d’ovocytes avant ovulation, donc directement au sein de ’ovaire n’est
faisable qu’aprés une ovariectomie et ne présente donc un intérét qu’immédiatement apres la
mort d’une chienne, cu éventuellement avant un traitement stérilisant (chimio ou radio-

thérapie) afin d’obtenir une portée supplémentaire. Cette solution ne peut étre retenue pour les
o chiennes saines qui doivent rester des reproductrices a long terme.
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Chez les bovins, il est possible de collecter des ovocytes directement dans 1’ovaire par
ponction folliculaire sous contrdle échographique ou, moins couramment, endoscopique
(Ovum Pick-Up ou OPU). Les vaches peuvent étre ainsi prélevées pendant plusieurs mois
sans conséquences pour leur fertilité ultérieure.

Chez la chienne, cette technique n’a jamais été décrite. Des considérations
anatomiques et physiologiques rendent sa réalisation plus difficile que chez les grands
ammaux. En effet, la chienne présente des follicules de petite taille (au maximum 7mm de
diametre contre 2cm chez la vache), et les follicules ne sont ponctionnables que pendant
environ une semaine seulement sur toute la durée d’un cycle (six mois), sans possibilité

hormonale d’augmenter le nombre de follicules (superovulation) [CHASTANT- MAILLARD
et al. 2005].

5.6. La maturation in vitro (MIV) :

Du point de vue zootechnique, la technique de MIV permet non seulement d’obtenir
un grand nombre de descendants d’une femelle et de diffuser plus largement son potentiel
genétique, mais aussi de raccourcir intervalle entre générations, les ovocytes pouvant &tre
ponctionnés sur I’animal prépubére. Si la technique de la MIV a été mise au point dans de
nombreuses especes animales, la chienne fait exception.

Les taux de MIV, de 10 2 20% en moyenne, sont beaucoup plus faibles que ceux de 80
a 90% obtenus chez les bovins. La maturation in vitro, plus lente, est obtenue en 48 & 96heurs
de culture au lieu de 24heurs chez les bovins. La plupart des ovocytes canins mis en culture
ne I’entament méme pas, et environ 25% dégénérent [YAMADA et al. 1992, HEWITT et al.
1998, VIARIS DE LESEGNO et al. 2005, CHASTANT MAILLARD et al. 2005].

Les raisons de ce faible taux de maturation et les facteurs responsables du délai de la
reprise da la méiose sont encore inconnus. La mise au point de la MIV chez la chienne
permettrait pourtant d’accroitre les connaissances fondamentales et d’approfondir les
connaissances cliniques; elle est le point de passage obligé pour le développement d’autres
biotechnologies de la reproduction, telles que la production d’embryons in vitro. Les
applications qui en découlent peuvent intéresser les éleveurs (diffusion du potentiel génétique
des femelles d’¢lite, sexage des embryons, éradication de tares génétiques a I’aide du
diagnostic préimplantatoire) et les généticiens (obtention d’embryons d’animaux de génotypes
inteéressant mais hypofertiles ou infertiles); elles possédent également un intérét zoologique
(préservation des Canidés en voie de disparition).

5.7. La fécondation in vitro (FIV) :

Alors que les taux de fécondation atteints chez les bovins sont de I’ordre de 80 4 90%,
ils sont tres faibles chez la chienne, entre 10 et 20%. Un fort taux de polyspermie est en outre
constaté, plus d’un spermatozoide pénétre I’ovocyte, ce qui est incompatible avec le
développement embryonnaire.

Une fois la fécondation obtenue, les embryons sont rincés, puis cultivés sous
atmosphere contrdlée. Les embryons qui se développent normalement apres quelques jours de
culture (six a huit jours chez les bovins, deux & six jours chez I’homme) sont ensuite
transférés dans I"utérus de femelles receveuses. Le cycle de celle-ci doit &tre synchrone avec
I’dge de I'embryon transféré.

Trente pour cent d’embryons correctement développés (stade blastocyste) sont
couramment obtenus chez la vache de J6 a J8 et leur transfert donne lieu 4 50% de naissances.
Chez la chienne, la réalisation de telles manipulations reste du domaine de la recherche et
aucune des étapes n’est au point. Ainsi, Otoi et al. en 2000 ont obtenu un blastocyste (J9) a
partir de 217 ovocytes en maturation. Aprés la mise en maturation de 169 ovocytes, leur
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fécondation in vitro puis le transfert de 90 embryons chez une seule receveuse. England et al.
en 2001 ont obtenu une gestation de trois conceptus, qui sont morts aprés vingt et un jours.

La technique d’ICSI (Intra Cytoplasmic Sperm Injection) est couramment employée
chez I"homme pour traiter I'infertilité (en alternative a la fécondation in vitro simple). Dans
I"espece canine cette technique a été décrite une seule fois, Pourtant réalisée avec du sperme
de bonne qualité, elle n’a permis d’obtenir la formation d’embryons au stade une cellule que
pour 8% des ovocytes micro-injectés [CHASTANT- MAILLARD et al. 2005].

5.8. Le clonage :

Le clonage fait actuellement appel 2 la technique de transfert nucléaire a partir de
cellules somatiques prélevées chez un individu adulte.

Des naissances ont ainsi déja été obtenues chez plusieurs espéces (bovin, pore, chévre,
souris, lapin, rat, mule, cheval, chat), a la suite de la brebis Dolly. Les rendements sont
faibles, puisqu’en moyenne 100 & 400 embryons doivent étre reconstitués pour obtenir la
naissance d’un individu.

Dans Iespece canine, ’équipe du Pr. Hwang (Corée du sud) a été la premiére a faire
naitre deux chiots vivants issus du transfert de cellules cutanées de I"oreille. Pour obtenir ces
animaux, plus de mille trois cents ovocytes ont €té nécessaires, qui ont permis le transfert de
1095 embryons clonés dans 123 chiennes receveuses. Un chiot est mort a ’age de 22jours et
le chiot survivant, Snuppy (un male lévrier afghan), a été présenté publiquement en aoiit 2004,
a I"age de trois mois. Cet animal reste, pour le moment, une exception. En effet, le rendement
de la technique de clonage utilisée, qui a mobilisé une eéquipe de quinze personnes pendant
deux ans, est trés faible (0.2%) [CHASTANT- MAILLARD et al. 2005].

Les particularités anatomophysiologiques de la chienne ont participé a son retard en
matiére de biotechnologies de la reproduction.

Nous venons de voir que plusieurs protocoles d’induction et de synchronisation des
chaleurs ont été mis au point. Cependant, leurs résultats demeurent variables. Seul un suivi
rigoureux des chaleurs permet de confirmer leur aboutissement, car ’apparition des chaleurs
peut étre accompagné ou non d’ovulations (on parle alors de chaleurs fertiles ou non fertiles).
D’autant plus que les protocoles de synchronisation des chaleurs sont utilisés dans Ie cadre du
transfert embryonnaire. L3, il s’avére impératif, non seulement de confirmer Povulation, mais

également de saillir (ou inséminer) au meilleur moment afin d’obtenir un maximum d’embryons
transférables.

D’autre part, nous venons de voir que les techniques d’insémination artificielles
provoquent la réduction de la durée de vie des spermatozoides. Ce qui réduit la durée de la
période de fertilité de la chienne qui, dans le cas d’insémination artificielle en semence congelée,

se rapproche étroitement de la durée de la période de fécondabilité, Dans ce cas encore, un suivi
précis des chaleurs s’impose.

Ainsi, que la reproduction soit naturelle (avec chaleurs spontanées et saillie naturelle), ou
menée par des techniques de reproduction assistée (avec induction et/ou synchronisation des
chaleurs, insémination artificielle ou transfert embryonnaire). La confirmation des ovulations et
Paboutissement a des fécondations nécessitent un suivi approprié des chaleurs.

Pour cela, dans notre étude, nous avons choisi de mettre en application, durant la partie
expérimentale, un protocole de suivi de chaleurs. Nous avons choisi d’expérimenter certaines
méthodes de référence, afin de réaliser un suivi de chaleurs, le plus objectif possible. Le mode

opératoire, les résultats et les conclusions ressortis seront exposés durant la deuxiéme partie de
ce travail.
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I1.1.0bjectifs :

Le suivi des chaleurs chez la chienne a pour objectif de localiser la période optimale
de fécondité dans le temps.

Nous avons suivi seize chiennes durant la période de I’expérimentation, en appliquant
deux marqueurs fiables des chaleurs, & savoir ’examen du frottis vaginal et la mesure de la
progestérone plasmatique. Nous avons essayé de localiser le moment des ovulations et la
periode optimale de fécondabilité pour toutes les chiennes entrées en chaleurs.

Nous avons apprécié les résultats fournis par chacun des deux marqueurs
indépendamment de I’autre dans le but d’évaluer leur efficience. Alors que ’examen du
frottis vaginal représente 1’avantage d’étre moins onéreux, son manque de précision a conduit,
tel que décrit dans la littérature, & I’associer au dosage de la progestérone plasmatique. Cette
association est sensée étre alternative et complémentaire.

Dans notre étude, nous avons essayé de pousser 1’exploitation des frottis vaginaux par
la recherche de critéres permettant d’évaluer la progestéronémie en dessous de certains seuils,
dans le but de limiter les dosages de la progestérone, et donc, de limiter les frais.

11.2. Animaux, matériel et méthode :

11.2.1. Le lieu d’expérimentation (CFC/GN) :

L’expérimentation a été réalisée au niveau du Centre de Formation Cynotechnique de
la Gendarmerie Nationale (CFC/GN), situé au niveau de la forét de Bainem & Alger.

Le CFC/GN est un centre spécialisé de la Gendarmerie Nationale, chargée de la
formation dans le domaine de la cynotechnie ou I’emploi militaire des chiens.

Pour chaque chienne, le CFC/GN a crée un dossier sur lequel étaient mentionnées le
nom et la race de la chienne, sa date et son lieu de naissance, sa provenance ainsi que son
pedigree si ce dernier était disponible. A chaque chienne correspondait un numéro
d’immatriculation propre au centre ainsi qu’un numéro de tatouage.

Le suivi médical depuis I"arrivée de chaque chienne au centre figurait sur son dossier.
I contenait les pesées mensuelles, les dates de vaccination ainsi que les antécédents
pathologiques accompagnées de leurs traitements.

La carriére reproductrice de chaque chienne était répertoriée sur son dossier. Les dates
des chaleurs, les dates des saillies, le ou les males utilisés pour les saillies, les dates de mises
bas ainsi que la taille des portées y étaient mentionnés.

Aucun protocole de suivi des chaleurs n’a été appliqué jusqu’ici au niveau du centre.
Les saillies étaient programmeées suite 4 la seule observation des écoulements sanguins. Une a
deux saillies ¢taient effectuées douze & quatorze jours apres le début de I’écoulement sanguin.
Un dénombrement des feetus par radiographie était réalisé peu avant la date présume de mise
bas. Les chiennes gravides étaient ensuite suivies durant la mise bas, et jusqu’au sevrage des
chiots.

I1.2.2.Les animaux :

Parmi Peffectif du CFC/GN, nous avons sélectionné 16 chiennes pour le suivi des
chaleurs (cf. annexe 01) selon certains critéres.

Nous avons choisis les chiennes qui ont un format moyen (taille au garrot entre 55 et
60cm), en bon état d’embonpoint, et ne présentant aucune atteinte pathologique décelable
cliniquement. Les chiennes naines ainsi que celles présentant une maladie quelconque était
gcartées.

Aucune s¢lection en fonction de la race n’a été établie. L’effectif réuni de ce fait
plusieurs races de chiennes dont une chienne Berger de 1’Atlas, dix Berger Allemand, deux
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Berger Belge Malinois, une Azawakh, une Doberman, et une chienne de type corniaud (cf.
figure I1.1).

L’age moyen étant de 4 ans et demi, avec pour les plus jeunes chiennes 03 ans et la
plus dgee 07 ans. Par ailleurs, nous avons exclus les jeunes chiennes qui n’ont jamais
présentées de chaleurs ainsi que les chiennes dgées de plus de 7 ans.

_Fig. IL.1: Photos de quelques unes des chiennes en expérimentation.

=

Femellen’08, DATC

I1.2.3.Le suivi de chaleurs :

Le suivi des chiennes a été réalisé au cours de 36 visites, s’étalant durant la période
entre le 29/05/2006 et le 30/08/2006. Les chiennes sélectionnées pour I’expérimentation ont
¢té maintenues au CFC/GN durant toute cette période. Nous avons demandés aux maitres
chiens de noter toutes les manifestations sexuelles perceptibles sur les chiennes. C'est-a-dire
les écoulements vulvaires et le comportement vis-a-vis des males.

Durant la période du 29/05/2006 jusqu’au 01/07/2006, nous avons soumis toutes les
chiennes en expérimentation a deux visites par semaine (le dimanche et le mardi).

Durant la période du 03/07/2006 jusqu’au 30/08/2006, nous avons partagés les
chiennes en expérimentation en deux lots (cf. figure I1.2). Le premier lot comporte les
femelles qui ont présentées leurs chaleurs durant la période entre le 29/05/2006 et le
01/07/2006 (au nombre de sept). Nous avons continué a suivre ces femelles a titre indicatif
avec une fréquence d’une visite par semaine (tout les samedi). Le second lot comprend les
femelles qui n”ont pas présentées leurs chaleurs durant la méme période (au nombre de neuf).
Nous avons soumis ces chiennes a trois visites par semaines (les samedi, lundi et mercredi).

Fig. I1.2: Déroulement du suivi des chaleurs durant la période d'expérimentation.

2 visites par semaine pour toutes les femelles (16)
Entre le 29/05/2006 et le 01/07/2006

[A partir du 03/07!2006]

Lot 1: 7 femelles Lot 2: 9 femelles
=1 visite par semaine =3 visite par semaine

Chaque visite comporte un examen gynécologique, accompagné d’un frottis vaginal et
d’un prélevement de sang destiné a la mesure de la progestérone plasmatique. Toutefois,
durant les quatre premiéres visites, nous avons manqués de faire les prélévements de sang.

Toutes les visites se sont tenues au niveau de la clinique du CFC/GN aux mémes
moments de la journée (entre 09h00 et 12h00). Nous avons attribués a chaque chienne un
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numéro propre a notre expérimentation. La numérotation de 01 a 16 s’est faite par ordre
alphabétique. Durant chaque visite, les chiennes étaient convoquées suivant leur numeéro
d’ordre. C’est ainsi que, par exemple, la chienne n°1 (ARINA) était toujours examinee a
9h00.

Chaque chienne nous était présentée pour chaque visite en compagnie de son maitre
chien qui assurait sa contention (les chiennes dangereuses devait en plus étre muselées). Une
anamnese nous permettait de recueillir les informations recherchées.

Nous avons mentionnés sur des imprimés spécialement congus pour le suivi des
chaleurs le nom de la chienne, la date, ’heure et les commémoratifs (I’état de tuméfaction de
la vulve, la nature de 1’écoulement vulvaire, la présence ou 1’absence du signe d’amantea, la
date de la saillie ainsi que tout autre signe pouvant étre recueilli par I’examen externe ou
I’anamnése).

Ces mémes imprimés servaient a ’exploitation des frottis vaginaux, ce qui nous a
permis de recueillir toutes les données nécessaires pour chaque chienne et durant chaque
visite sur la méme fiche (cf. annexe 02). v

Chaque fiche est numérotée suivant le numéro de passage accompagné du numéro de
la chienne, ainsi la fiche numéro 01.13 correspond & la premiere visite (le 29/05/2006) de la
treiziéme chienne (NEBRASKA).

11.2.3.1. Examen gynécologique :

Les examens gynécologiques ont été réalisés au niveau de la salle de consultation de la
clinique du CFC/GN. Ils ont nécessité une source de lumicre, une paire de gants en latex et
parfois un spéculum.

Nous avons procédés d’abord a I’inspection de 1’aspect externe de la vulve, toute
modification de taille était mentionnée. Soit que la vulve présentait une taille normale, soit
qu’elle présentait une tuméfaction. Pour certaines femelles, la région périnéale était fournie en
poils, ce qui a nécessité un petit toilettage (cf. figure I1.3). Les lévres vulvaires étaient
écartées avec le pouce et I’index afin d’apprécier la couleur de la muqueuse vaginale. Cette
derniére pouvait &tre normale, pale ou congestionnée.

L’écoulement vulvaire, quant il se manifestait, était apprécié en fonction de sa couleur,
de son aspect (séreux, muqueux ou sanguinolent) et de son odeur (normale ou nauséabonde).

INSPECTION DE LA VULVE ET DUPERINEE  INSPECTION DE LA MUQUEUSE VAGINALE
Femelfe n°06, le 10-06-2006 Femelle n®06, Ie 10-06-2006

Fig. I1.3: Inspection de la vulve et du périnée (4 gauche), et de la muqueuse vaginale (a droite) chez la
chienne.
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L’anamneése nous permettait de recueillir des informations au prés du personnel tel que
le début de 1’écoulement vulvaire, la nature du comportement sexuel de la chienne en faveur
d’une attraction avec acceptation ou refus du méle, ou méme une indifférence totale (cf.
annexe 02).

11.2.3.2. Examen cytologique (frottis vaginaux) :

La réalisation des prélévements a nécessité une source de lumiere, des écouvillons en
coton stériles & usage unique de 15c¢m, du sérum physiologique pour humidifier le coton de
I’écouvillon, des lames propres dégraissées a l’alcool et étiquetées, des boites de pétri
étiquetées, des gants en latex et une solution de fixateur (alcool éther %).

Les prélevements étaient réalisés sur animal debout. Le coton de I’écouvillon était
humidifié¢ avec du sérum physiologique, ensuite [’écouvillon était introduit au niveau de la
commissure inférieure de la vulve puis enfoncé profondément (cf. figure 11.4). Aprés 2 a 3
mouvements rotatoires, 1’écouvillon était retiré délicatement des voies génitales de la chienne.

Fig. 1.4 : Prélévémeﬁt pour frottis vaginal chez une chienne par écouvillonnage profénd du vagin.

Immeédiatement aprés, nous avons procédé a I'étalement sur une lame propre,
dégraissé a I’alcool, séché et étiqueté au préalable. Le coton de 1’écouvillon était enroulé
délicatement afin d’obtenir deux larges bandes paralléles sur la méme lame (cf. figure I1.5).

¥ N ny

\

Fig. IL5: Prélévement pour frottis vaginal chez une chienne - étalement de 1'écouvillon sur une lame.

Une fois I’étalement réalisé, nous avons fixé les lames en les plongeant dans un bain
de fixateur a base d’alcool-éther %2 durant Smn. Ensuite nous avons coloré les lames par la
méthode de Harris-Shorr. Cette derniére a nécessité le colorant de Harris, le colorant de
Schorr, de I’eau distillée, de 1’alcool absolu, de 1’alcool a 95°, de I"alcool & 70°, de I’alcool &
50° et de I’alcool ammoniacal ainsi que quatorze récipients.

L’ observation des lames a ét¢ réalisé a I’aide d’un microscope photonique binoculaire
du modele Motic®, muni d’un oculaire d’un grossissement de 10 et de quatre objectifs de
grandissements respectifs de x4, x10, x40 et x100. Les grossissements indiqués par la suite
sont ceux du microscope.
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Les frottis étaient d’abord visualisés au plus faible grossissement (x40) dans leur
totalité. Ceci nous permettait d’apprécier la tendance tinctoriale, la richesse en cellules et leur
répartition. D’autres données ont été notées méme si elles n’ont pas €té prises en compte pour
les résultats finaux.

= > cellule superficielle
1 ~ Lératinisée
=4

L

Frottis vaginal, femelle n°03, le 22- 07-2006
i {grossnssement X400)
i

Jinal, femelle n°03; le 22-07-2006
(grossissement 100)
Fig. IL.6 : Observation d’un frottis vaginal sous microscope opnque a faible grossissement (10x10 a
gauche) et a fort grossissement (10x40 a droite).

Le comptage cellulaire a été réalisé en se basant sur un minimum de 30 cellules
épithéliales. Pour cela, les lames étaient visualisées a un grossissement plus fort x100 et/ou
x400 (cf. figure I1.6). Nous avons placés le champ du microscope sur les « queues » de frottis
ou les cellules forment moins d’amas. Néanmoins, nous avons pris garde a ce que les portions
prises en compte soient représentatives de ’ensemble de la lame qui avait €té apprécice a
faible grossissement. Toutes les cellules d’un méme champ étaient comptabilisées. Puis la
lame était déplacée de telle fagon & avoir un autre champ pour la lecture.

Selon la richesse en cellules, deux a trois champs nous permettaient de visualiser 30
cellules. Si ce nombre était atteint mais que le dernier champ contenait plus de cellules,
I’ensemble des cellules étaient prises en compte.

L’identification des types cellulaires présents sur un frottis vaginal a été réalisée
suivant la description de la littérature.

11.2.3.3. Examen endocrinologique (dosage de la progestérone) :

Les prélévements sanguins ont nécessités un garrot, du coton et de 1’alcool pour la
désinfection, des vacutenaires accompagnés de tubes héparinés sous vide avec leurs aiguilles,
une centrifugeuse, des pipettes pasteur stériles a usage unique, des tubes eppendorf®, un
conditionnement étiqueté et un congélateur type ménager.

Nous avons prélevés le sang au niveau de la veine radiale gauche le plus souvent,
apres rasage et désinfection a 1’alcool. La formation d’hématome quelquefois nous incitait a
changer le lieu de prélévement. Nous avons ensuite recueillis le sang dans les tubes héparinés.
Puis nous I’avons centrifugé pendant 15 minutes a 4 500 tours par minute et on a déposé le
plasma aprés séparation dans les tubes eppendorf®. Ensuite nous avons mis les tubes
eppendorf® dans le congélateur a -20°C en attendant d’étre acheminés vers le laboratoire de
zootechnie du centre de recherches nucléaires de Draria (C. R. N. D.).

A partir du quatriéme passage, pour chaque frottis sanguin correspond un prélévement-
de plasma, ce qui fait un total de 380 échantillons. Cependant, nous avons sélectionnés

seulement 100 prélévements, correspondant aux périodes des chaleurs, pour étre analysés au
laboratoire du C. N. R. D.
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Les dosages étaient réalisés a posteriori, par analyse radio-immunologique (RIA) in
vifro de la progestérone plasmatique, par le biais du kit RIA PROGESTERONE IM 1188
Immunotech®, Marseille, France.

2

[1.2.4.Saisie et traitement des données *

Les renseignements concernant I’identification des chiennes ont été recueilli dans les
dossiers du CFC/GN. Les informations recueillies au cours du suivi des chaleurs ont d’abord
€té mentionnées sur les imprimés (le modéle de fiche analytique est présenté en annexe 02).

Par la suite, les paramétres recherchés ont été traités a 1’aide de tableaux dans le logiciel
EXCEL de Microsoft®:.

IL.3.Résultats :

I1.3.1. Etude clinique :

L’examen gynécologique permet de mettre en évidence des manifestations cliniques
d’cestrus relativement frustes. L’étude clinique a porté essentiellement sur 1’état de
tuméfaction et I'cedéme de la vulve, ainsi que la nature de 1’écoulement vulvaire.

11.3.1.1. Nombre de cas :

Nous avons suivi seize chiennes (cf. annexe 01) durant la periode de I’expérimentation
(du 29/05/2006 au 30/08/2006), seulement douze d’entre elles ont présenté leurs chaleurs
durant cette période (cf. tableau II.1). Les chiennes n°l, 5, 8 et 9 n’ont pas présenté de
chaleurs.

Toutefois, les chiennes n°10, 13 et 16 étaient déja en chaleurs le premier jour de

"expérimentation (le 29/05/2006), nous n’avons pas pu déterminer le premier jour de leurs
chaleurs.

IL.3.1.2.Durée des chaleurs :
Nous avons considéré le premier jour de I"apparition de I’écoulement de sang comme
€tant le premier jour des chaleurs,

La durée moyenne des chaleurs était de 18,5jours (cf. tableau I1.1), avec 9 jours de

durée minimale rapportée pour la chienne n°4, et 28jours de durée maximale rapportée pour la
chienne n°3.

Tableaun IL1 : Durée des chaleurs et expression des signes externes pour les 9 femelles entrés en
chaleurs.

N° de 02 | 03 | o4 | 06 | 07 | 11 | 12 | 14 | 15
| femelle
L 1
y Dordes | e s | w | m 26 | 27 | 25
| chaleurs (J)
Ecoulement % i " n " e " + %
___de sang
1T uméfaction + | 4 3 . ) + + . + J
| vulvaire E

(+): manifestation du signe clinique. (-): absence du signe clinique.
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I1.3.1.3. Expression des signes externes :

Parmi les signes externes appréciables lors du suivi des chaleurs, nous avons choisi
d’étudier les deux signes les plus expressifs, a savoir les modifications de la taille de la vulve,
et les écoulements vulvaires.

Nous aurions souhaité étudier le comportement des chiennes vis-a-vis des méles dans
le but d’apprécier la transition pro-cestrus - cestrus ainsi que la transition cestrus - metcestrus.
Mais, dans 1’impossibilité¢ d’examiner les chiennes en continu, nous n’avons pas pu étudier ce
critére. D’autre part, il est a noter que nous n’avons rencontré aucun cas de chaleurs atypiques
(chaleurs disjointes, exagérés, ou discretes).

* Tuméfaction de la vulve :

L’¢état de tuméfaction vulvaire est un critere subjectif, qui dépend de ’appréciation de
I’examinateur. Et comme nous devions examiner 16 chiennes par jour, nous avons redouté des
confusions. Pour ces raisons, nous avons pris des photos de la vulve et du périnée au cours de
chaque visite et pour chaque chienne (cf. annexe 05), afin de rendre I’examen un peu moins
subjectif.

Les photos prises pour chaque chienne permettaient de voir 1’évolution de la
tuméfaction vulvaire au cours des chaleurs.

Pour 77.8% des cas, la modification de la taille vulvaire était significative,
I’appréciation de ce critére était donc aisée. Par contre, pour 22.2% des cas, la taille de la
vulve demeurait inchangée au cours des chaleurs par rapport aux périodes de repos.

* Ecoulements de sang :

Toutes les chiennes en expérimentation qui ont présentées des chaleurs (au nombre de
12) ont présentées un écoulement sanguin continu, sans aucune interruption jusqu'a la fin des
chaleurs, et qui s’est poursuivi durant les premiers jours du métcestrus.

Durant les chaleurs, les chiennes présentaient un écoulement de sang en nature, avec
une couleur rouge vif (cf. figure I1.7), de consistance filante, et avec une odeur de sang
caractéristique. La quantité appréciée ¢était variable d’une chienne & 'autre. La région du
périnée était souillée.

Durant les premiers jours du méteestrus, I’écoulement sanguin présentait des
modifications de consistance, de couleur et d’odeur. Le sang devenait plus épais, avec une
couleur qui vire vers le marron, et présentait une odeur désagréable et suffisamment forte pour
étre sentie depuis une distance d’environ un & deux métres de la chienne.

Fig. I1.7: Couleur de I'écoulement vulvaire par appréciation de 1'écouvillon. 1: écoulement de couleur
marron (métcestrus), 2: écoulement de couleur rouge vif (pro-cestrus). 3: écoulement de couleur
blanche (ancestrus). -
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11.3.2. Etude des frottis vaginaux :

.3.2.1. Nombre de cas :

Nous avons réalisé des frottis vaginaux pour toutes les chiennes en expérimentation
indépendamment de leur stade physiologique, la fréquence de réalisation des frottis vaginaux
“ainsi que la méthode employée sont décrites durant le paragraphe I1.2.3.2, ces examens ont
permis I"obtention de 427 lames au total (cf. annexe 03). Néanmoins, nous n’avons pu faire
un suivi cytologique complet des chaleurs que pour les neuf chiennes qui ont présentés leur
chaleurs durant notre période expérimentale (du 29-05-2006 au 31-08-2006). Ce qui

correspond a un total de 84 lames de chaleurs. Les autres lames correspondaient a des frottis
d’ancestrus ou de méteestrus.

11.3.2.2. Etude des courbes individuelles du taux d’éosinophilie :

[1.3.2.2.1. Durée de persistance du frottis d’cestrus:

La figure I1.8 illustre le pourcentage de chiennes présentant un frottis kératinisé a 90-
100% durant 0 a 11jours des chaleurs. Pour 37.5 % des chiennes, la durée d’apparition du
frottis typique d’eestrus est de 1jour.

Néanmoins, nous avons observé des frottis caractéristiques d’cestrus durant une
periode de 6 et 7jours avec un maximum de 11jours, ce qui dépasse largement la durée de la
periode de fécondabilité chez la chienne.

Aussi, 12.5% des chiennes n’ont pas atteint la valeur de 90% de cellules €osinophiles
durant leurs chaleurs,

pourcentage de chiennes (%)}

o o @
|

||

]
ey

] 1 2 3 4 5 [ 7 8 9 10 1
nombre de jours

I |

Fig. 11.8: Pourcentage de chiennes présentant un frottis d’cestrus durant 0 4 1 ljours des chaleurs.

[1.3.2.2.2. Valeur du pic d’éosinophilie au cours des chaleurs:

La figure IL9 illustre les taux maximum d’éosinophilie observés sur les frottis des
chiennes en chaleurs. Pour 62.5% des chiennes, le frottis typique d’cestrus est kératinisé a
100%. En prenant comme limite inférieure du taux d’éosinophilie 60%, toutes les chiennes
qui ont présenté leurs chaleurs, ont présenté des frottis caractéristiques d’cestrus.
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Fig. 11.9: Pourcentage de chiennes présentant un taux maximum d’éosinophilie donné au cours des
chaleurs.

[1.3.2.2.3. Moment du pic du taux d’éosinophilie par rapport au
picde LH :

Nous avons calcul€ le pourcentage de cellules éosinophiles par rapport au nombre total
de cellules épitheliales présentes sur les lames de frottis vaginaux (cf. annexe 03). Nous avons
pris comme point de repere le pic de LH en se référant a la progestéronémie entre 2 et
2.9ng/ml [ROOT KUSTRITZ 2001, ENGLAND et CONCANNON 2002, FONTBONNE et
GUERIN 2003].

Sur les 9 femelles, 33.3% d’entre elles ont présentés un pic d’éosinophilie le jour du
pic de LH. 11.1% de femelles ont présentés le pic d’éosinophilie 2j aprés le pic de LH, soit le
jour présumé de 'ovulation. 11.1% ont présentés leur pic d’éosinophilie 2j avant le pic de
LH. Et 22.2% ont présentés leurs pic d’éosinophilie a respectivement J3 et J5.

Néanmoins, pour 2 femelles nous n’avons pas pu effectuer cette comparaison car elles
présentaient des courbes d’éosinophile particuliéres.

[1.3.224. Courbes d’évolution de I’éosinophilie a caractére
particulier :

Sur les 9 femelles suivies pour leurs chaleurs, 2 d’entre elles ont présentés des courbes
d’évolution du taux d’éosinophilie & caractére particulier, soit 22.2% de I’effectif

La majorité des chiennes ont présentés des courbes habituelles, ¢’est & dire que
I"augmentation du taux de cellules éosinophiles s’est faite en forme de pic unique, durant
I"cestrus (aux alentours du pic de LH).

Les courbes particulieres sont représentées par une courbe présentant deux pics pour la
premiere. Et un plateau 4 100% maintenu durant 7jours du pro-cestrus pour la seconde.

[1.3.22.4.1. Présence de deux pics d’éosinophilie — courbe de la femelle n°12 -
La figure IL.10 présente la courbe d’évolution du taux d’éosinophilie de la femelle
n°12. Le pourcentage de cellules éosinophiles a atteint sa valeur maximale (100%) 4jours
avant le pic de LH. Cette valeur a diminué brutalement pour atteindre la valeur de 27% de
cellules €osinophiles 2j avant le pic de LH.

L ¢osinophilie a augmenté de nouveau pour atteindre 92% le jour du pic de LH. Elle a
atteint la valeur de 100% le jour présumé de I’ovulation, et s’est maintenu durant 3jours.

ATTABA Amina N



ETUDE EXPERIMENTALE

La régression du taux d’éosinophilie s’est faite de maniére progressive, elle était de

64% le 10° jour aprés le pic de LH.
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Fig. I.10: Evolution de I’éosinophilie, courbe individuelle de la femelle n°12, JO représente le jour du

pic de LH.

[1.3.2.2.4 2 Présence d’un plateau d’éosinophilie — courbe de la femelle n°02

La figure IL11 présente la courbe d’évolution du taux d’éosinophiliec de la femelle
n°02. Le pourcentage de cellules eosmophﬂes a atteint sa valeur maximale (100%) 7jours
avant le pic de LH. Cette valeur s’est maintenu en plateau jusqu’au jour du pic de LH sans
aucune variation notable. Comme nous ne disposons pas de plus de données relatives 3 la
periode d’apres ["ovulation (J2), nous ne pouvons pas préciser le temps de maintien du plateau

au dela de 9jours.
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Fig. IL.11: Evolution de I’éosinophilie, courbe individuelle de la femelle n°02, JO représente le jour du

pic de LH.
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11.3.2.3. Etude de la transition cestrus — metcestrus:

Nous avons noté pour toutes les femelles entrés en chaleurs un changement brutal de l'aspect
du frottis lors de la transition cestrus — métcestrus, par chute brutale du taux d'éosinophilie et apparition
des polynucléaires neutrophiles (PNN) sur la lame (cf. fig 11.12).

Fig, IL.12: Transition cytologique cestrus — méteestrus, frottis vaginaux de la femelle n°06. Frottis
d'eestrus & gauche, frottis de metcestrus a droite (grossissement 10x40).

ERQERE.D'ESTRUS (chienne n°06,1e10/06/2006) FROTTIS DE ,,E,mmgu,, 06, 1o 2806.2006)
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I1.3.3. Etude des courbes de la progestérone :

IL.3.3.1. Nombre de cas :

Sur les seize chiennes en expérimentation, douze d’entre elles ont présentées leurs
chaleurs durant la période du 29/05/2006 au 30/08/2006. Cependant, nous n’avons pu tracer
les courbes de progestéronémie que pour neuf (09) chiennes. Les chiennes numéro 02, 03, 04,
06,07, 11,12, 14 et 15,

Parmi les 380 échantillons de plasma prélevés durant les visites effectuées lors du
suivi, que nous avions conditionnés en tubes eppendorf® et congelés a -20°C. Comme nous
disposions d'une seule trousse de dosage, nous avons sélectionné 100 échantillons de plasmas,
afin de les envoyer au laboratoire du C. R. N. D. pour le dosage quantitatif par méthode RIA
de la progestéronémie. Cependant, le kit de dosage n’a pu doser que 88 échantillons (cf.
annexe 03), correspondant aux 9 chiennes cités ci dessus. Cependant, 4 prélévements ont été
effectués apres la date du 31-08-2006, ils ont dus étre écartés car ils n’avaient pas de lames
correspondantes. Ce qui fait un total de 84 échantillons (cf. annexe 03).

Quoique, pour la chienne n°10, deux échantillons ont €té dosés, nous ne les avons pas
pris en compte pour ’étude car ils n’ont pas permis de tracer une courbe.

Le choix des e€chantillons sélectionnés a éte effectue par suite de 1’analyse des frottis
vaginaux, dans le but de bien recouvrir la période des chaleurs.

IL.3.3.2. Confirmation de I’ovulation :

Durant la partie bibliographique, nous avons estimé que [’ovulation est confirmée chez
les seules chiennes pour lesquelles la progestéronémie dépasse les 5 a 10ng/ml [BUFF et
SALESSE 2000, FONTBONNE et a/. 2000]. Selon cette approche, nous avons confirmé
I’ovulation pour les neuf chiennes de notre expérimentation, pour lesquels nous avons dosé la
progéstéronémie. Ainsi, nous n’avons mentionné aucun cas de chaleurs anovulatoires.

I1.3.3.3. Moments de ’augmentation de la progestéronémie au cours
des chaleurs :

Dans 78% des cas, les courbes de progestéronémie commencent a un niveau basal non
nul, puis s’éleévent progressivement. Le passage a la valeur de 2ng/ml déterminant le pic de
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LH, s’effectue vers le 12° jour en moyenne, et jusqu’au 20° jour pour la femelle n°03. Nous
avons toutefois noté une valeur de 2.39ng/ml le premier jour des chaleurs pour la femelle
n°11. Et une valeur dépassant les 2ng/m! (exactement 10.62ng/ml) le premier jour des
chaleurs pour la femelle n°07.

Le passage vers les valeurs indiquant le moment de I’ovulation, soit entre 4 et

10ng/ml, s’effectue en moyenne vers le 14 jour, avec un maximum le 23° jour pour la femelle
n°03.

IL3.3.4. Durée du passage de la progestéronémie de 2 vers 4 a
10ng/ml :

Nous remarquons que pour 55% des chiennes la progestéronémie passe de 2 vers 4 a
10ng/ml en 2 a 3jours. D’autre part nous remarquons que, pour 45% des chiennes, la
progestéronémie passe de 2 & 10ng/ml et plus en moins de 2jours.

IL.3.3.5. Etude des courbes individuelles de progestéronémie:

11.3.3.5.1. Courbes a évolution habituelle :

Nous avons défini les courbes & évolution habituelle, conformément a ce qui est
rapporté dans la littérature, comme étant des tracés présentant une élévation de la
progestéronémie du niveau basal <Ing/ml jusqu’a 2ng/ml en 2jours environ, puis un passage
de 2 vers 4 a 10ng/ml en 2 a 3jours également. Les tracés présentent toujours une &volution
croissante, aucune valeur de progestéronémie suivant une autre valeur dans le temps ne Iui est
inférieure.

Sur les neuf chiennes suivies, huit d’entre elles ont présentés des courbes typiques
sensiblement conformes a ce qui a été décrit dans la littérature. A titre d’exemple, nous allons
étudier la courbe d’une des femelles.

La figure II.13 illustre I’évolution de la progestéronémie au cours des chaleurs pour la
femelle n°14. Une augmentation de la progestéronémie a été observée depuis son niveau basal
(0.32ng/ml) pour atteindre la valeur de 2.12ng/ml aprés 2jours, ce qui correspond
théoriquement au pic de LH. Trois jours plus tard, la progestéronémie atteint la valeur de
4.92ng/ml qui correspond au taux observé lors de ’ovulation. Le taux de la progestéronémie
présente une évolution croissante par la suite.
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Fig. 11.13: Courbe individuelle de la progestéronémie, femelle n°14. JO représente le jour du pic de
LH.
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11.3.3.5.2. Courbes atypiques :

La figure 1114 1llustre I’évolution de la progestéronémie au cours des chaleurs pour la
femelle n”12. Une particulanité est signalée sur cette courbe. Il s’agit d’une légére
augmentation de la progestéronémie (1.01ng/ml) 7jours avant le jours supposé du pic de LH.
Le niveau basal étant considéré dans la littérature comme étant non nul mais inférieur a
Ing/ml.
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Fig. I1.14: Courbe individuelle de la progestéronémie, femelle n°12. JO représente le jour du pic de
LH.

I1.3.4. Etude statistique :

L ¢tude statistique a comme objet P'aide a la décision et la validation d’hypotheses.
Bien entendu, dans de telles situations, le recours & des arguments subjectifs sera toujours
inévitable; les tests statistiques (dans notre cas le test du chi-2) vont cependant réduire la part
de subjectivité, les choix seront ainsi facilités et plus transparents [FALISSARD 1998].

I1.3.4.1. Analyse statistique-Les résultats du test de chi-deux (x-2):

Le test du chi-deux (x-2) a été utilisé pour comparer I’évolution du taux d’€osinophilie
par rapport aux intervalles de progestérone plasmatique.

Pour un degré de liberté d.d.1= 25, La valeur du y-2 expérimental est 22,22 (cf. annexe
4). La table de la loi de ¥-2 montre que pour un degré de liberté d.d.1 = 25 et une probabilitée
p =0.05, le -2 doit étre égal ou supérieur & la valeur de 37,65.

Dong, le -2 n'est pas significatif, L'hypothése d'indépendance (Ho) n'est pas rejetée.

Avec un degré de liberté d.d.1 = 3, la valeur du y-2 est 4,99. A cette valeur (P>0,05),
I'hypothése d’indépendance (Ho) ne peut étre rejetée, la table de la loi de X-2 nous indique
que (p>0,05) la probabilité pour que le hasard puisse expliquer la dépendance entre les deux
séries statistiques est trés importante L'hypothése d'indépendance (Ho) est retenue.
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f1.3.4.2. Evolution des différentes classes cellulaires en fonction de la
progestéronémie :

[1.3.4.2.1. Constitution des classes de progestéronémie :

Afin de rechercher des critéres cytologiques permettant d’évaluer la progestéronémie
en dessous de certains seuils, nous étions dans I’obligation de créer des classes de
progestéronémie pour étudier les variations des taux des types cellulaires retrouvés sur le
frottis pour chaque intervalle de progestéronémie. Un tri a plat a permis de définir 8 classes de
progestéronemie. Les effectifs des différentes classes sont représentés sur la figure 11.15.

25 o

20"

1547

Effectif

| Classes de Progesteronémie

Fig. T1.15: Effectifs des différentes classes de progestéronémie.

11.3.4.22. Les pourcentages des classes cellulaires en fonction de
la progestéronémie :

Le tableau I1.2 représente les nombres de cellules de chacune des trois classes étudiés,
retrouves sur le frottis vaginal en fonction du taux de progestérone plasmatique. Ce tri nous a
permis d’¢tudier I’évolution de chaque type cellulaire par rapport a la progestéronémie.

Tableau I1.2 : Tableau regroupant le pourcentage des trois classes cellulaires étudiées en fonction de
la progestéronémie pour 84 échantillons (frottis vaginaux).

Nombre de Nombre de Nombre de
Progestérone cellules cellules cellules
basophiles |polycromatophiles| acidophiles
[0,00 - 0,03] 24,36 19,72 9,91
[0,03 - 0,09] 35,71 29,43 6,86
[0,09 - 0,50[ 11,78 5,61 43,39
[0,50 - 2,00[ 7,28 8,28 40,71
[2,00 - 4,00[ 0,16 4 . 51,67
[4,00 - 10,00[ 0 0,33 : 70,33
[10,00 - 20,00[ 6,54 8,45 40,45
> 20 13,38 19,04 17,05
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La figure 1116 représente 1’ensemble des donnces relatives 4 1’évolution des taux
cellulaires étudiés, par rapport & ’évolution du taux de progestérone plasmatique. _

L’analyse de 1’évolution de chaque type cellulaire par rapport 4 la progestéronémie
sera exposé au cours des sous paragraphes qui vont suivre.
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Fig. I1.16: Evolution des pourcentages (%) des types cellulaires en fonction de la progestéronémie
(ng/ml) pour les 84 échantillons sélectionnés.

11.3.4.2.2.1. Les cellules basophiles : (cf. figure 11.17)

Lorsque la progestéronémie est basale (<0.03ng/ml), le pourcentage moyen de cellules
basophiles par rapport au nombre total de cellules est de 24.36% (cf. fig. I1.17). La basophilie
connait un pic (35.71%) pour une progestéronémie comprise entre 0.03 et 0.09ng/ml.

Cette valeur décroit réguliérement pour étre inférieure a 5% quand la progestéronémie
est supérieure a 2ng/ml (cf. fig. I1.17). Une diminution spectaculaire (0.16%) est observee
pour un taux de progestérone entre 2 et 4ng/ml. Ainsi que des valeurs nulles (0%) pour une
progestéronémie comprise entre 4 et 10ng/ml.
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Fig, 11.17: Evolution du taux de la basophilie en fonction de la progesteronémie (84 échantillons).
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1.3.4.2.2.2. Les cellules polychromatophiles : (cf. figure I1.18)

Ce type cellulaire connait une évolution décroissante en général par rapport a
I"¢lévation de la progestéronémie, mais moins caractéristique par rapport aux cellules
basophiles a cause des fluctuatuions présentées par la courbe. En effet, lorsque la
progestéronémie est entre 0.5 et 2ng/ml, le taux de cellules polychromatophiles par rapport au
nombre total de cellules connait une légére augmentation (de 5.61% a 8.28%).
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Fig. I1.18: Evolution du taux de polychromatophilie en fonction de la progesteronémie (84
échantillons).

D’autre part, on note des valeurs de polychromatophilie inférieures aux valeurs de
basophilie pour une progestéronémie inférieure a 0.5ng/ml. Cependant, la valeur minimale de

polychromatophilie est de 0.33% pour une progestéronémie entre 4 et 10ng/ml. Le tracé ne
connait donc pas de valeur nulle.

I1.3.4.2.2.3. Les cellules ¢osinophiles (acidophiles) :

L’¢volution du taux de cellules éosinophiles par rapport au nombre total de cellules est
proportionnelle a I’évolution du taux de progestéronémie (cf. figure I1.19).
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Fig. 11.19: Evolution du taux d'éosinophilie en fonction de la progestéronémie (84 échantillons).
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En début de chaleurs, alors que la progesstéronémie est a son niveau basal, les cellules
éosinophilie sont déja présentes (6.86%). Puis les pourcentages augmentent progressivement.

Pour une progestéronémie entre 4 et 10ng/ml, le taux d’éosinophilie atteint 70.33%.
Ce qui nous permet de constater qu’une baisse des taux de cellules basophiles (0%) était lice
avec un pic de celui des cellules €osinophiles et inversement.

I1.3.4.3.Corrélation entre le taux de progestérone et les pourcentages
ceilulaires:

Nous remarquons que I'évolution des trois types cellulaires en fonction de la
pregestéronémie, change de sens de corrélation a partir de la valeur de progesteronémie de 10
ng/ml Cela signifierait que les paramétres cellulaires perdent leur indication au-dela de 10
ng/ml de progestéronémie. Les valeurs situées en dessous de 10 ng/ml de progestéronémie
correspondent & un effectif de 52 frottis.
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Fig. I1.20: Evolution des pourcentages (%) des types cellulaires en fonction de la progestéronémie
(ng/ml) pour les 84 échantillons sélectionnés.

I1.4.Discussion :

I1.4.1.Comparaison avec la littérature :

L’évolution des différents types cellulaires correspond bien a ce qui a été décrit dans la
littérature. Nous avons pris le dosage de la progestérone plasmatique comme repére du pic de
LH (progestéronémie a 2ng/ml), et de I"ovulation (progestéronémie entre 4 et 10ng/ml)
conformément a ce qui a été décrit dans la littérature [ROOT KUSTRITZ 2001a, ENGLAND
et CONCANNON 2002, FONTBONNE et GUERIN 2003].

I1.4.1.1. Durée des chaleurs :

Nous avons notés une durée moyenne des chaleurs de 18.5jours. Cette valeur est
légérement supérieure a la moyenne retenue par Vaissaire (1977) d’environ 16jours, par
Fontbonne (1996¢) d’environ 17jours et par Chaffaux et Bazile (2001) d’environ 17.5jour. Et
elle est Iégérement inférieure 4 celle retenue par Qfson et al. (1991) de 20.5jours.
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Donc, nous pouvons conclure que la durée moyenne des chaleurs que nous avons note,
est tres raisonnable, car elle se rapproche étroitement de ce qui a été retenu par la majorité des
auteurs.

i1.4.1.2. Profil des courbes d’éosinophilie :

Toutes les chiennes en expérimentation ont présentés des frottis caractéristiques
d’cestrus, avec des lames trés riches en cellules superficielles groupées en amas, et une
acidophilie supérieure a 60%. Cette valeur du pic, se rapproche beaucoup plus des
observations de Schuite en 1967 (supérieur & 56%) plutdt qu’aux observations de Taradache
en 1980 (supérieur a 75%,).

Dans 62.5% des cas, le frottis typique d’cestrus est kératinisé a 100%. Ces valeurs
rejoignent les observations de Olson et al. 1991, Fontbonne 1996a, Nevewx 1999 et England
et Concannon 2002.

Les profils des courbes d’éosinophilie étaient conforme a la description de la
littérature dans 77.8% des cas. La majorité des frottis type d’cestrus ont été conservés durant 6
a 7jours et jusqu’a 11jours (acidophilie entre 90 et 100%), ce qui n’a pas permis de localiser
le pic de LH, I’ovulation ou la période de fécondabilité. Dans seulement 37.5% des cas, le pic
d’¢osinophilie a coincidé avec le pic de LH, ce qui demeure faible. De plus, 12.5% des cas
n’ont pas présenté de frottis type d’cestrus.

La survenue des pics a été notée a des moments variables durant les chaleurs, s’étalant
entre 2jours avant et Sjours aprés le pic de LH. Ce qui défini un intervalle de Tjours. Cette
valeur est supérieure & Iintervalle de 4jours rapporté par Schutte 1967 et Taradache 1980.

11.4.1.3. Profil des courbes de progestéronémie :

Le profil général des courbes de progestéronémie était en geénéral constant pour les 8
chiennes sur un total de 9 courbes étudiées, soit 88.8%. Ce résultat est supérieur a celui de
I"espece canine qui est, d’aprés Guerin et al. (1997) prés de 80%, et trés voisin du résultat
obtenu par Baron en 2006 d’environ 88.3%.

Cette €tude nous confirme que sur notre population, certes trop réduite pour
genéraliser, la plupart des chiennes présentent une évolution de leur taux de progestérone au
cours du temps conforme aux courbes standards de I’espece canine.

Seulement une chienne a présenté une courbe atypique sur 9 courbes étudiés soit
11.1%. I est & noter que 1’élévation de la progestéronémie 7jours avant le jour supposé du pic
de LH a ét¢ notée pour un seul échantillon. Dans ce cas, nous ne pouvons pas exclure le

risque d’erreur émanent du dosage de la progestéronémie par confusion de flacon, ou bien lors
du report des données.

11.4.1.4. Moment de ’ovulation :

Selon la majorité des auteurs, 1’ovulation a lieu habituellement 48h apres le pic de LH.
La concentration plasmatique de la progestérone le jour du pic de LH, c'est-a-dire 2j environ
avant I'ovulation, tel que décrite dans la littérature, est estimé entre 2.0 et 2.9ng/ml. Elle
atteint le jour de ’ovulation des valeurs comprises entre 4 et 10ng/ml [PHEMISTER et al.
1973, VAISSAIRE 1977, WILDT et al. 1981, CONCANNON 1983, OLSON et al. 1991,
FONTBONNE et a/. 2000, LOROYER et al. 2002].

Dans notre étude, nous avons considéré le moment de I"ovulation en fonction du taux
de la progestéronémie entre 4 et 10ng/ml.
Nous avons également considéré, tel que décrit dans la littérature, que le pic de LH se

produit & un taux de progestéronémie entre 2.0 et 2.9ng/ml. ainsi, nous avons noté que le pic
de LH a eu lieu en moyenne 12j aprés le début des chaleurs.
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Nous remarquons que pour 55% des cas la progestér.onémie passe de 2 vers 4_ a
10ng/ml en 2 a 3jours, et dans 45% des cas, la progcstéronérpie pas’se_de 2a IOI}g/’ml voire
plus en moins de 2jours. Ces valeurs se rapprochent de ce qui est décrit dans la littérature, a
savoir, I’intervalle pic de LH - ovulations d’environ 30 4 48h [ENGLAND et C\O}’ICANNOI_‘I
2002]. Cependant, la confirmation de I’ovulation ne peut étre certaine qu’aprés échographie
ovarienne, ou bien dans le cas d’une gestation avéree.

I1.4.1.5. Localisation de la période de fécondabilité :

La localisation de la période de fécondabilité ne peut étre effectuée que par estimation.
D’apreés England et Concannon (2002) elle est localisée entre 4jours et 7jours apres le pic de

LH. La période de fertilité entre 3jours avant et 7jours apres le pic de LH. -
Le tableau IL.3, regroupe les dates du pic de LH, de 1’ovulation et des estimations de la
période de fécondabilité et de la période fertile pour les 9 chiennes suivies durant leurs

chaleurs,

Tableau I3 : Estimations de la période de fécondabilité et de la période de fertilité par rapport au pic
de LH et au jour de ’ovulation pour les 9 chiennes qui ont présentés leurs chaleurs.

Numéro de Picds LH EviilatiGis Periode de . Période de fertilité

N —_— fécondabilité
02 28-08-2006 30-08-2006 Entrleel(e): f_ 3_90_2;)2(;)60 oet Enﬁfclgi?)ﬁggo?ﬁ “
03| loraws | 1roraees | B s | 2070006
04 | onon2006 | 03072008 | P G e | leon.0na006
S R e el
o | v | ocawe | B 0 | Bk s
L | 1m0e00s | 17052005 | LTt | e gnomgngt
2 | demans | Isdeaws | BUO D e | mmasne
M| aegmaws | 2sams | TR T | mimemn
s | eomams | maeaes | B | P aataae

IL1.4.1.6. Les résultats statistiques :
Le résultat du test du y-2, qui permet d’établir la corrélation entre les critéres

cytologiques et le dosage de la progestérone plasmatique, n'a pas été significatif, c'est-a-dire
que Thypothése d'indépendance (Ho) des paramétres cytologiques par rapport a la
progestéronémie n'a pas été rejetée. D’autre part, la probabilité pour que le hasard puisse
expliquer la dépendance entre ces deux paramétres est tres importante L'hypothése
d'indépendance est de ce fait retenue.

Ce résultat, non significatif ne rejoint pas les résultats obtenu lors du travail de Luc
2005, qui a rejeté I"hypothése d’indépendance entre le pourcentage en cellules parabasales et
intermédiaires basophiles et la progestéronémie. Nos résultats peuvent étre expliqués par le
nombre réduit d’échantillons (84 valeurs pour chaque paramétre).
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1.4.2. Difficultés rencontrées : | ’

Au niveau du CFC/GN, aucun protocole de suivi de chaleurs n’a ¢€té instaurc avant
notre expérimentation. Nous avons été de ce fait confrontés 4 un manque de données relatives
au déroulement des chaleurs préalables des femelles.

Nous avons réalisé un suivi de chaleurs au cours de visites espacées dans le temps. Au
début, nous avons soumis les chiennes a deux visites par semaine, et par la suite, nous avons
rajouté une journée pour avoir trois prélévements par semaine. Ce qui correspond a des
intervalles de 48h a 72h entre deux prélévements.

Cet espacement des prélévements était a I’origine de carences en données, notamment
concernant le passage de la progestéronémie aux valeurs seuils.

Entre deux visites, nous avons pu recueillir des informations auprés du personnel, tel
que le comportement des chiennes vis-a-vis des madles. Cependant, les donnés étaient
relativement subjectives et incertaines.

En 2004, une hypothese a €t¢ émise quant aux prédispositions génétiques de certaines
races, notamment la race Berger Allemand, & certaines particularités concernant la survenue
des chaleurs [GUNZEL et a/. 2004]. Notre étude a porté sur un effectif réduit, représenté par
un nombre restreint de femelles, appartenant & des races de chiens différentes. Les résultats ne
peuvent ainsi étre généralisés a I’ensemble de la population canine. A I’avenir, des études
menees sur des populations plus conséquentes pourraient sans doute consolider nos résultats.

I1.4.3. Evaluation des marqueurs du cycle utilisés:

I1.4.3.1. Etude clinique :

Nous avons pu constater la tuméfaction de la vulve dans 77.8% des cas. Cependant,
son appreciation demeure relative & 1’observateur. L’utilisation de ce paramétre ne peut avoir
qu’une valeur indicative.

Aussi, nous avons noté la présence d’un écoulement de sang pour la totalité de
Peffectif. Ce parametre trés facile & mettre en évidence, ne nous a pas aidé pour localiser la
période de Icestrus, car il s’est continué depuis le pro-cestrus et jusqu’au metcestrus sans
interruption aucune et ce pour toutes les femelles. Donc, son utilisation a permis uniquement
de repérer le début des chaleurs.

I1.4.3.2. Etude des frottis vaginaux :

Nous avons noté des pics du taux d’éosinophilie de plus de 60% pour toutes les
courbes étudiées. Cependant, la durée de maintien de ce pic était trés variable d’un animal a
["autre. S’étalant entre 1 et 11jours. Ces données n’ont pas permis de localiser avec précision
le pic de LH (seulement 11.1% des cas), ’ovulation ou la période fertile. Son indication est
donc limitée 4 la localisation d’cestrus vrais.

Néanmoins, I"apparition des PNN sur le frottis vaginal déterminant la fin de I’cestrus et

le début du méteestrus, est un critére trés utile pour reperer la fin de la période de fertilité chez
la chienne.

1.4.3.3. Etude des mesures de la progestérone plasmatique :

Le dosage de la progestéronémie 4 lui seul permet de déterminer le jour du pic de LH
et de "ovulation. Les périodes de fécondabilité et de fertilité étaient estimées avec aisance.
Cependant, chaque dosage a un certain coiit. Si I’on compte 3 dosages minimum pour le suivi
des chaleurs, le suivi deviendrais onéreux. Pour cette raison, le dosage de la progesiérone

n’est pas utilisé seul, mais en association avec d’autres parametres, notamment cytologiques,
beaucoup moins coliteux.
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De plus, comme nous avons utilisé une méthose de dosage quantitatif, trés préc;ée
(méthode RIA), les résultats du dosage de la progestéronémie ont €té obtenus bien
ultérieurement par rapport a I’expérimentation, une fois qu’'on a atteint le nombre
d’échantillons mesurables par une trousse de dosage (100 échantillons). Du point de vue
scientifique, la précision des résultats a permis un suivi rigoureux des chaleurs en minimisant
les doutes. Cependant, de point de vue pratique, 1’obtention des résultats tardifs, s’est traduite
par leur non utilisation pour les prises de décisions des saillies.

11.4.4. Biais :

Les femelles n°02, 12, 14 et 15 ont subit un traitement d’induction a la bromocriptine
(Parlodel® Novartis). Le traitement d’induction pourrait étre & 1’origine de modifications des
chaleurs de ces femelles, en faveur d’une amplification ou bien d’une atténuation des
différents critéres étudiés. Ceci pourrait représenter 1’unique biais de cette étude.

I1.5. Recommandations :

Pour une institution tel que le CFC/GN, il est fortement recommandé de réaliser un
suivi de chaleurs pour les femelles destinées a la reproduction. Deux & trois jours aprés
I"apparition des premiers signes des chaleurs, a savoir I’écoulement de sang, des frottis
vaginaux devront étre réalisés a un intervalle de 2 a 4jours, jusqu’a I’augmentation du taux
d’¢osinophilie & plus de 60%. La mesure de la progestéronémie par des dosages semi
quantitatifs est fortement recommandée pour repérer la période optimale de fécondabilité.

Les données relatives & chaque suivi devront étre répertoriées dans les dossiers des
femelles, afin de faciliter leur consultation au cours des examens ultérieurs.

Nous recommandons I’application du suivi des chaleurs pour la clientéle canine au
niveau de la clinique du département vétérinaire a I’'université de Blida. Les services rendus
par cette pratique ne sont pas négligeables pour les propriétaires désireux de faire reproduire
leurs femelles.

D’autre part, et a des fins scientifiques, la réalisation des suivis de chaleurs pourra
permettre d’accroitre nos connaissances dans ce domaine, afin de promouvoir cette discipline
et d’envisager, plus tard, I’application des techniques de maitrise de la reproduction telle que
I’insémination artificielle.

De plus, la creation d’une base de données regroupant tous les suivis réalisés au
niveau de la clinique, pourrait permettre la maitrise de la croissance de la population canine
de la région, et d’autre part, la réalisation d’études rétrospectives qui permettraient de
caractériser les particularités de la population canine autochtone.
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CONCLUSION

Ce travail représente une étape simple, mais indispensable, pour la maitrise‘ du cycle
cestral de la chienne. En effet, mener & bien un suivi de chaleurs chez la chienne, en
s’appuyant sur des critéres suffisamment objectifs pour repérer la périod@ optimalg de
fécondabilité, représente une étape préliminaire indispensable quelle qu’en soit la technique
de maitrise du cycle a envisager. “

Dans notre étude, et pour cerner la période optimale de fécondabilité nous avons,
parmi les méthodes de suivi de chaleurs existantes, opté pour la méthode des frottis vaginaux
associée au dosage de la progestérone plasmatique. L’examen des frottis vaginaux, est une
meéthode fiable a précision limitée, elle exige néanmoins la préparation minutieuse des
prélévements, et la connaissance préalable des types cellulaires présents sur les lames. Son
cout abordable favorise son utilisation en pratique. Le dosage de la progestérone plasmatique
offre le plus de précision pour déterminer la période optimale de fécondabilité. Son usage en
pratique est cependant limité par son cofit élevé.

En attendant I"application de I"échographie ovarienne a ’espéce canine, la réalisation
des frottis vaginaux et des dosages de la progestérone plasmatique constituent, actuellement,
I"alternative la plus fiable pour déterminer la période optimale de fécondabilité chez Ia
chienne.

Cette €tude, a permis de métre en ceuvre une approche méthodologique du sujet, avec
une partie bibliographique qui dresse un état des connaissances actuelles, et qui présente les
motivations qui ont poussé les auteurs a s’intéresser aux chaleurs de la chienne, et 4 mettre en
ccuvre différentes méthodes pour localiser sa période optimale de fécondabilité. La partie
experimentale est sous forme d’analyse descriptive. Elie met en ceuvre la période des
chaleurs, et évalue les méthodes utilisées pour déterminer la période optimale de fécondabilité
chez la chienne.

En outre, cette €tude a pu intéresser le centre de formation cynotechnique de la
gendarmerie nationale, dans la mesure ou elle permet d’améliorer la gestion des chaleurs afin

d’accroitre le nombre des portées, en programmant les saillies 2 un moment bien précis, avec
un male bien choisi.

Sur le plan scientifique, cette étude s’insére beaucoup plus dans un cadre de
sensibilisation aux particularités du cycle cestral de la chienne. La connaissance de Ia
physiologie de la reproduction, et des problémes posés par ses particularités représente la
premiere etape vers sa maitrise. Surtout que de telles techniques pourraient rendre service &
I"étude des carnivores sauvages autochtones en voie de disparition, tel que le « Renard roux »
dont quelques spécimens sont encore retrouvés dans la forét de Chréa (Blida). Dans un tel
cadre, cette étude revét toute son importance.
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Annexe 1: Identification des femelles en expérimentation.
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Annexe 2: Modgle de fiche d’exploitation pour frottis vaginal.

Numéro du frottis Date et heure Nom de la chienne
01.10 Le 29/05/2006 4 11th25 LORA 02
COMMEMORATIFS
Etat de la vulve Atrophié Normale Tuméfié X
Nature de I’écoulement Tarie Séreux Muqueux Sanguinolent X
Signe d’ Amantea Positif Neégatif
Autres signes
Date de saille T My Suspicion Gestation
Couleur de I’Zcouvillon Blanc Rose Rouge X Marron
OBSERVATION AU MICROSCOPE GROSSISSEMENT X 40
Fond du frottis Claire X Granuleux Muqueux
Richesse en cellules Tres riche X Riche Pauvre Trés pauvre
Répartition des cellules Dispersés En amas X" Isolés
Tendance tinctoriale Basophile Acidophile X Mixte
Réussite de la coloration Mauvaise Bonne X

Nature des artefacts
OBSERVATION AU MICROSCOPE GROSSISSEMENT X 100 ET/OU X 400
Mucus Absent X Peu abondant Abondant
Cellules Superficielles entiérement kératinisés 3
Cellules Superficielles partiellement kératinisés
Cellules parabasales
Cellules parabasales en colonne

o
Co

Cellules intermédiaires basophiles

Cellules intermédiaires polychromatophiles
Cellules du metozstrus

Cellules lysées

Hématies

Polynucléaires

Cellules de la fosse clitoridienne

Cellules néoplasiques

Spermatozoides

Bactéries

(== = R = T o T T e T T

LES INDICES CYTOLOGIQUES
Indice éosinophile 100%
Pourcentage d’acidophilie (%) 100%
Pourcentage de basophilie (%) 0%
DIAGNOSTIC CYTOLOGIQUE
Frottis trés riche en cellules exclustvement superficielles acidopfifes, disposées en amas, avec un fond de
Srottis fimpide, un indice éosinophile de 100% et absence de polynucléaires. On concliv a un frottis destrus.
(wstrus cytologique)
DOSAGE DE LA PROGESTERONE 26.19ng/ml.
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Annexe 3: Base de données initiale regroupant les paramétres étudiés pour les 88
échantillons sélectionnés.

T PARAMETRES CELLULAIRES ETUDIES PROGESTERONE
| Node | Paramétre EOSINOPHILIE BASOPHILIE POLYCHROMATOPHILIE | PLASMATIQUE
femelle (ng/ml)
DATE nombre pourcentage nombre pourcentage nombre pourcentage
2 12/08/2006 11.00 8,33 77,00 5833 44,00 33,33 0,06
L2 | 14/08/2006 14,00 10,69 105,00 80,15 12,00 9,16 0,04
2 16/08/2006 6,00 6,90 29,00 33,33 52,00 59,77 0,12
2 | 19/08/2006 | 72,00 68,57 25,00 23,81 8,00 7,62 0,13
2 21/08/2006 54,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,13
2 | 23/08/2006 | 78,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 023
2 | 26/082006 | 67,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,29
2 | 280872006 | 50,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1.93
2 | 30/08/2006 | 106,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 399
2 | 02/09/2006 ND ND ND ND ND ND 14,88
2 | 27/09/2006 ND ND ND ND ND ND 1717
3| 24/06/2006 1,00 2,50 27,00 67,50 12,00 30,00 0,02
3 | 2710672066 0,00 0,00 20,00 34,48 38,00 65,52 0,05
3 | 810712006 11,00 36,67 4,00 13,33 15,00 50,00 0,01
3 | 03/07/2006 4,00 12,12 16,00 48,48 13,00 39,39 0,04
3 | 06/0712006 | 20,00 76,92 4,00 15,38 12,00 7,69 0,09
3 |esw72006 | 30,00 93,75 0,00 0,00 2,00 6,25 0,09
3 | 10/07/2006 | 49,00 87,50 7,00 12,50 000 - 0,00 0,24
3 12/07/2006 80,00 86,96 8,00 8,70 4,00 4,35 0,31
3 150772006 | 44,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,84
3 | 17072006 | 37,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 6,12
3200772006 | 36,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 17,23
I3 2072006 | 4300 95,56 0,00 2,22 0,00 2,22 26,29
|3 | 2400772006 3,00 5,77 10,00 19,23 35,00 67,31 15,55
4 | 130672006 0,00 0,00 32,00 100,00 0,00 0,00 0,19
4 | 17/06/2006 0,00 0,00 59,00 98,33 1,00 1,67 0,28
4 | 200672006 0,00 0,00 38,00 90,48 3,00 7,14 0,16
4 | 24/06/2006 28,00 87,50 1,00 3,13 2,00 6,25 0,73
4 27/66/2006 27.00 87,10 0,00 0,00 3,00 9,68 0,86
4 | ow/07/2006 31,00 96,88 0,00 0,00 1,00 3,13 2,68
4 | 15072006 1,00 1,27 7,00 8,86 68,00 86,08 26,38
4 | 220072006 1,00 333 20,00 66,67 7,00 23,33 29,04
6 | 13062006 | 4900 96,08 10,00 0,00 2,00 3,92 0,53
6 17/06/2006 41,00 91.11 1,00 2,22 3,00 6,67 10,53
6 | 20062006 | 32,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 14,43
6 | 24/06/2006 17,00 44,74 0,00 0,00 21,00 55,26 4734
6 | 27/06/2006 0,00 0,00 5,00 18,52 22,00 81,48 29,66
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L_"_ﬂtf‘_"fl”z_"“_(’i?ji" " | ___i__ jl:_ 1S 26,00 49.06 25,00 47,17 21,76
[ 6 | 12/07/2006 E Loo- 00 i 13,00 26,00 36,00 72,00 25,13
7 | 13/06/2006 13.00 61,90 0,00 0,00 8,00 38,10 10,62

"7 17062006 | 400 1081 20,00 54,05 11,00 e 155

7 | 2006/2006 0,00 0.00 15,00 4839 16,00 51,61 44

7 24106/2006 4,00 10,00 23,00 57,50 12,00 30,00 20,59

7 | 2700672006 | 1,00 2,56 35,00 89,74 2,00 5.13 #L57

7 | 01072006 4,00 10,81 15,00 40,54 18,00 48,65 2332

10| 13/06/2006 17.00 3,23 0,00 96,77 34,00 0,00 26,19

| 10 | 17/06/2006 000 1 1143 5,00 85,71 7,00 2,86 30,67
11| 130672006 39,00 88,12 0,00 0,00 9,00 11,88 2,39
11 | 17/06/2006 %900 90,35 0,00 0,00 12,00 9,65 18,06

11| 20/06/2006 | 103,00 3,03 0,00 75,76 11,00 18,18 22,20

11 | 24/06/2006 100 345 25,00 48,28 6,00 27,59 30,51

11| 27/06/2006 1,00 541 14,00 43,24 8,00 45,95 41,00

1| 01/07/2006 2,00 9,30 16,00 69,77 17,00 20,93 28,34

11 | 15/07/2006 4,00 23,53 30,00 76,47 9,00 0,00 37,34

12 02/05/2006 0,00 0,00 15,00 33,33 30,00 66,67 0,00

12| 05/08/2006 16,00 13,33 55,00 45,83 49,00 40,83 0,00

12 | 07/08/2006 1,00 1,64 14,00 22,95 46,00 75,41 0,00

12| 09/08/2006 3,00 3,45 40,00 45,98 44,00 50,57 1.0

12 | 12/08/2006 71,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
12 | 140082006 15,00 26,79 0,00 0.00 41,00 73,21 0,08
12 | 16/08/2006 6500 91,55 0,00 0,00 6,00 8,45 1,85
|12 | 19/08/2006 98,00 98,99 0,00 0,00 1,00 1,01 9,78
12 | 21082006 | 65,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1573

12 | 23/08/2006 72,00 86,75 0,00 0,00 11,00 13,25 28,70

12| 26/08/2006 59,00 64,13 5,00 543 23,00 25,00 25,1

12 | 28/08/2006 25,00 2451 27,00 26,47 47,00 46,08 32,57

12| 30/08/2006 | 25,00 32,89 39,00 5132 12,00 15,79 16,82

12| 02/09/2006 ND ND ND ND ND ND 3537

14 | 12/08/2006 1,00 2,44 31,00 75,61 9,00 21,95 0,00

14 | 14/08/2006 5,00 10.42 33,00 68,75 10,00 20,83 001

14 | 16/08/2006 3,00 5,88 37.00 72,55 11,00 21,57 0,01

14 | 19/08/2006 76,00 91.57 4,00 4,82 3,00 3,61 0,16

| 14| 210872006 61.00 91,04 5,00 7,46 1,00 1,49 0,18
|14 | 23/08/2006 67.00 98,53 1,00 1,47 0,00 0,00 0,32
14| 26/08/2006 47.00 97,92 1,00 2,08 0,00 0,00 2,12
14 28/08/2006 75.00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 492

14 | 30/08/2006 62,00 84,57 2,00 2.86 6,00 8,57 14,82
14| 02/09/2006 ND ND ND ND ND ND 27,49
15 | 09/08/2006 0,00 0,00 35,00 92,11 3,00 7,89 0,02
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? 5 12/0K/2006 0,00 0.00 17,00 34,69 32,00 65,31 002
15 |waosnoos | o000 060 23.00 52,27 21,00 4173 0,03
|15 | 16/08/2606 400 R,00 4,00 18,00 37,00 74,00 003
! 15| 19/08/2006 43,00 39,58 0,00 0,00 5,00 10,42 0,12
15 | 210872006 35,00 92,11 0,00 0,00 3,00 7,89 0,13

15 | 23M08/2006 42,00 86,00 0,00 0,00 7,00 14,00 0,15
\ 15 | 26/08/2006 63,00 98 44 0,00 0,00 1,00 1,56 1,61
15 | 280812006 43,00 75,44 0,00 0,00 14,00 24,56 3,00

15 | 30/08/2006 75,00 92,59 0,00 0,00 6,00 7,41 15,29
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 Annexe 4: Test du chi-2 (x-2).

118

Table de coutingence de chi-deux (x-2) a 25 degrés de liberté (O= y-2 théorique)
|
Intervalles(P4) 0 0-20 R0-40 40 - 60 60 - 80 80 - 100
0 @B 0 0 0 1 S
10 - 2 7 1 1 2 18 38
[2- 10 . 1 0 1 5 o
[10 - 20[ 1 6 0 0 0 6 13
[20 - 30] 3 7 1 0 2 3 16
[30-50] 1 1 1 0 3 7
14 p7 4 2 5 36
88
ddl = (6-1) (6-1) = 5x5=25°
Table de calcul du ¥-2
1 0,0525974 11400757580,2272727300,11363636 [0,28409091 [0,53434343  [2,61269841
2 0,1507177 0.606459330,3062201 0,0215311 0,01172249 10,38755981  [1,48421053
5 0,1302308811,12350355(0,85353535/0,20454545 [0,46691919 0,47194164 [3,25067607
4 10,5516983 1,6142773910,5909090910,29545455 10,73863636 [0,08741259 [3,27838828 |
5 10,0811688310,89057239(0,102272730,36363636 |1,30909091 [1,92045455 |4,66719577 ]
6 10,0115955510,61333574|1,46103896 4,44480519 [0,39772727 [0,00649351  |6,93499622 |
0,978008675,648905983,54124896/5,44360902 3,20818713 [3,40820552
bz,zzslﬁss(NS)i
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Annexe 5: Efude du eyele eestral de la femelle n°03 par application des frottis vaginaux

Le tablean ci-dessous représente des photos du périnée, de 1’écouvillon et du frottis vaginal

et du dosage de la progestérone plasmatique.

gorrespondant & chacune des quatre phases du cycle de la chienne n°03 (BONAO02).
Les froftis vaginaux prélevés sur la chienne n°03, étaient colorés par la technique de Harris-
Schorr, Les photos ont été prises a I’aide d’une camera motic® adaptable au microscope du méme

modéle.
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