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Reésume

La reproduction canines se distingue de la reproduction des autre mammiferes par les particularités
physiologique de l'ovulation , maturation de 1'ovocyte et la fécondation . L' étude du cycle cestral a
pour objectif d' évaluer la précision sur les chaleurs est de rechercher les critéres permettent d'
améliore le suivi des chaleurs a fin de déterminer la période de la saillie . Dans un premier temps
on rappelle les principales particularités anatomique et physiologique de la reproduction chez la
chienne . En suite , on décrit les différentes méthodes pour réaliser un suivi de chaleurs le but et de
déterminer la période optimal de la fécondation . On va réalisés des des frottis vaginal associée a
un dosage de progestérone .. Ces résultats concorde avec un état d'évolution selon les phases du
cycle cestral qui provoque I' ovulation sous la dépendance d'un pic de progestérone . Le suivi de
chaleur nous permet d'évité que la chienne reste en garde pendant toute la durée des chaleurs on
minimisent les risques de chienne vide.

Mot clés . : Reproduction , cycle cestral , chaleur , ovulation , fécondation , frottis vaginal et
progestérone .

Summary

Canine reproduction differs from the reproduction of other mammals by the
particularities

physiological ovulation, oocyte maturation and fertilization. The study of the
estrous cycle has for objective to evaluate the precision on the heats and to
seek the criteria allowing to improve the follow-up of the heats in order to
determine the period of the projection. First, we recall the main anatomical and
physiological particularities of reproduction in the female dog. Next, we
describe the different methods to carry out a follow-up of heat, the purpose
and to determine the optimal period of fertilization. We will perform vaginal
smears associated with a progesterone assay. These results are consistent with
a state of evolution according to the phases of the estrous cycle which causes

ovulation under the dependence of a progesterone peak. Heat monitoring



allows us to prevent the female dog from remaining on guard for the duration
of the heat, we minimize the risk of an empty female dog.
Key words . : Reproduction, estrous cycle, heat, ovulation, fertilization, pap

smear and progesterone.
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Introduction

La reproduction canines est un processus qui nécessite une parfaite connaissance des différentes
phases et des consigne a respectés a fin que tout les étapes de la reproduction soient parfaitement
maitrisable . Ainsi VALLER HEAPE en 1900 a défini les différentes phases du cycle cestral ,
HAROLD HARRISON en 1931 et le premier a étudié les frottis vaginal . Notre travaille vise a
étudier le cycle physiologique chez la chienne , a fin de pouvoir faire un suivi des chaleurs . Le
cycle cestral de la chienne présente une durée variable , certaines présente des cycles trés court
dites précoce d'autres longue dites tardive . La période d'ovulation de la chienne pendant la quels
elle est fécondable dure 5a 9j selon FONTBONNE 2001 . Elles sera fécondable au moment de la
saille uniquement si cette derniére a lieu 2j aprés ovulation . L’idéal est de pouvoir programmer
une saille le 9¢me , 11éme et le 13éme jour des chaleurs mais en réalité ces difficile de détecté le
moment exacte de l'ovulation . Pour ce le en a plusieurs méthodes tels que le frottis vaginal , ces
une technique cytologique facile , Un dosage de progestérone sera réalisé du moment ou la chienne
présente un frottis vaginal a fin de détecté 1'ovulation selon HOFMANN 1996 . Le but de notre
étude de voir s'il est possible de revalorisés les frottis lors d’cestrus en trouvant des critéres
cytologique indiquant le moment exacte pour effectu¢ le dosage de progestérone . L’intérét de cette
recherche est de permettre au vétérinaire de choisir I’examines complémentaire le plus fiable a fin
de réalis¢ aux mieux le suivi des chaleurs a fin de pouvoir accouplées la chienne au moment
optimal .
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Chapitre 1 : Rappels Anatomiques

Le systéme reproducteur chez la chienne comprend I'ensemble des structures au sein des quelles se
différencient et migrent les gametes . Au plan anatomique cela correspond aux gonades ,voies
génital et aux organe copulateurs .

L 'appareil génital femelle assure les roles de siege de la fécondation , gestation , la parturition et de
la lactation mais elle différe des autre mammifeére .

I- L'appareil génital chez la chienne :

Les organes génitaux de la chienne comprennent dans 1'ordre : les ovaires -oviductes -utérus -le
vagin - le clitoris et la vulve .

1- Les ovaires :

Les ovaires de la chienne forment deux petites masses grises situées dans la cavité abdominal prés

des rein, leur forme varie au cours du cycle sexuel en fonction de nombre de la taille des follicules
(future ovule ) est des corps jaunes qui apparaissent a la surface . L'ovaire droit est placé un peut en
avant que l'ovaire gauche et sont placés dans la bourse variqueuse graisseuse ,un ligament court
rattache chaque ovaire a I’extrémité de la corne utérine.

2- Les trompe utérine: oviducte

L'oviducte de la chienne forme deux tubes de diamétre a peut pres constant qui se dirigent ver les
corne utérines . L’extrémité de chaque oviducte situé prés de I'ovaire est évasé en forme d'entonnoir
c'est le pavillon de l'oviducte. L'autre extrémité se prolonge par la corne utérine ,elle recoit les
ovules libérés par l'ovaire et les transporte jusqu'a 'utérus grace a des contractions , elle constituent
¢galement le site de fécondation .

3- l'utérus :

L’utérus est un organe creux en forme de Y qui comprend deux cornes , un corps et un col . Ses
dimension varient énormément selon l'age , la race et 1’état physiologique ( gestation ou pas ,
puberté ) de la chienne . Le col de 1'utérus situé en position abdominale , peut étre palpé lorsque la
chienne et en cestrus ou pro-oestrus car il augmente de taille . L'utérus regoit I’ceuf féconde ,permet
son implantation abrite le foetus et assure sa nutrition pendant la gestation.

4- le vagin :

Le vagin relativement long chez la chienne 12 a 15 cm fait suite au col de l'utérus est plongé par le
vestibule c'est la muqueuse du vagin ,sensible aux variation hormonales qui subissent de nombreuse
modification au cours du cycle cestral . Le vagin est 1'organe de copulation site de dépdt du sperme
lors de I'accouplement et passage du feetus lors de la parturition .

5-le clitoris :
Le clitoris (I’équivalent du pénis chez le male ) est une petite structure formé par du tissus
érectile . Il est situé dans un petit creux juste avant la commissure des lévre de la vulve .

6- la vulve :
Partie commune a l'appareil génital et urinaire débouchant des glandes de bartholin de sécrétion
lubrifiante .

2



comes corps col
de I'utérus  de l'vtérus  de I'ytérus

Figure( 1) : L’appareil génital chez la chienne ( Johnson 2001 ) .

tableau 1 : Représente des différentes segment du tractus génitale femelle des
mammiféres FOMTBONNE 2007 .

Ol‘g ane Fonction

Ovaires - Fonction germinale et endocrine
Trompe utérine - Capture de l'ovocyte , site de fécondation , transport de 1'embryon
Vagin - Site de dépdt du sperme lors de 1’accouplement

passage du nouveau née lors de la parturition

Utérus Développement embryonnaire et feetal
(organe de la gestation)

Vulve Partie commune a l'appareil génital et urinaire débouchement des glandes
de bartholin de sécrétion lubrifiante

Glande mammaires Production du lait

Chapitre 2 ; la physiologie du cycle sexuel et fonctionnement ovarien :

1- la puberté chez la chienne :
La puberté correspond au début de 1'activité sexuel chez la chienne . Les premieres chaleurs
apparaissent en général entre 6 et 12 mois , les grande race entre en puberté plus tardivement
lorsque la femelle atteint environ les deux tiers de son poids adulte . Quad aux autres race , le poids
3
corporel et les condition d ' environnement peuvent influencer sur la survenue plus au moins
précoce des premiers chaleurs . 5 a 6 mois pour les petite race , 6 a 8 moie pour les race moyenne ,
12 a 15 mois pour les grandes race et finalement pour les races géantes c'est 24 mois . L'aspect
des premiers chaleurs peuvent passer inapergue sans que cela correspond a une maladie , elle sont
dites silencieuses font croire a un retard de puberté . Par ailleurs , les premiers chaleurs peuvent
correspondre a des chaleurs blanches ou faux cestrus avec développement vulvaire et pertes de
courte durée mais sans ovulation. Certaine chaleurs dites fractionnée tres fréquente chez une jeune
chienne , au cours des premiers cycles elle se régle il ne faut sur tout pas administrer des




traitement hormonaux . D'autre chaleurs persistent 4 a 6 semaines , sil son anormale souvent
évocateur d'un kyste ovarien . Ces manifestations particuliers n'ont cependant aucun impact sur la
fertilité future des chiennes .En fin , certaines éléments peuvent considérablement perturber la
survenue de la puberté : I'emploi abusif de traitement antimycosiques en élevage ou de tout type de
stéroide .

2- les phases du cycle cestral :

Le cycle cestral de la chienne est monocyclique présente des chaleurs tout les 6 mois c'est a dire
qu'il n 'y a qu 'une seul période d'acceptation du male par cycle . Il est a ovulation spontanée
J'ovulation ne peut pas étre déclencher par I'accouplement . Le cycle cestral varie selon les races par
exemple chez le berger allemand la durée du cycle cestral et de Smois , par contre chez le dingos
d’Afrique tout les ans et le pékinois tout les 8mois . Le cycle sexuel de la chienne est décompose
en quartes phases déterminer par la physiologie ovarienne , chacune est caractérisée par leur
particularités anatomique ,clinique et comportemental selon WALTER HAPPE 1900 .

2/1- Le pro- cestrus :

Le pro-oestrus correspond a la premier phase du cycle et au début des chaleurs .

Sur le plan comportementale : la chienne attire le male par 'odeur de I'urine . Durant cette phase
elle refuse la saillie , la durée moyenne de pro-oestrus est de 10jours environ avec des variation
selon les auteurs 5a 20 jours selon GUERIN et FONTBONNE 2007 , 5a plus de 20 jours selon
FONTBONNE , 3a 15jours selon DUMON 2003 . Pour certaines chienne le pro-oestrus peut étre
long (plus de trois semaines ) et peut alors faire soupconner une insuffisance de stimulation
hypophysaire a la maturation folliculaire

.Sur le plan histologique : le pro-oestrus correspond a la phase de maturation folliculaire , les
follicules ovariens passent de 1a4 m m et libérent des hormones ,d’out des oestrogénes . L utérus
est congestionne sa muqueuse et épaisse trés vascularisé , la muqueuse vaginal est rose , oedématie
et présente des plis profonds et arrondis .

Sur le plan génital : le pro-oestrus se distingue par un gonflement cedémateux de la vulve et des
pertes sanguines d'origine utérine abondantes et fluides , qui s’écoule a la commissure inférieur de
la vulve . Le comportement de pro-oestrus est le résultat de 1'augmentation de la concentration
sanguin en oestrogene secrétés par les cellules de la granulosa des follicules en croissance . Elle se
termine par un pic de sécrétion d’cestradiol qui se produit environ 12 a 24 heur avant le pic
d'hormone ovulant LH d'origine hypophysaire .

2/2- 1'oestrus :

L’cestrus correspond a la période d'acceptation de male . Cette acceptation se traduit par I'apparition
du réflexe d'Amentéa : l'attouchement de la région provoque l'extension du tronc , le relévement de
la croupe la déviation de la queue , 1'élévation et I'ouverture de la vulve . Ce comportement est liée
a la chute du taux d'oestrogenes plasmatique et I'augmentation de la concentration en progestérone
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dans le sang .La durée moyenne de I’cestrus et de 7 jours environ , 3 a 8 jours selon GUERIN et
FONTBONNE 2007, 3 a 30 jours selon DUMON 2003 .
C 'est au cours de I’cestrus que l'ovulation se produit , elle survient 2 a 3 jours apres le début de
I’acceptation du male par la femelle soit 48 heurs apres le pic de LH . L'ovulation est toujours
complété en 24heurs maximum et peut méme durer moins de 12heur chez certaines chiennes selon
MARSELOO 2001 . Lors de I’ovulation , les ovules libérés sont immatures ce qui en fait une
grandes particularité de la chienne par rapport au autres mammiferes . Ces ovocyte immatures ne
sont fécondable comme FONTBONNE 2005 la ré cament démontré . Ainsi la chienne ne devient



fécondable 2jours apres 'ovulation soit 4 jours la décharge de LH . La période de fécondation se
situe donc la deuxieme moitie de 1’cestrus .

Sur le plan histologique : I’endométre utérine se développe est se prépare a la nidation la muqueuse
vaginal est pale avec des plis profonds dont la surface desséchée .

Sur le plan génital : 'oedéme vulvaire sont au maximum , dans la plus part des cas les écoulement
vulvaire s’éclaircissent pour devenir muqueux

puis se tarir par la suite . Mais chez certaine chienne les pertes sanguine persistent toute la durées
des chaleurs .

2/3- Le métoestrus :

Le début du métoestruse peut se définir par le premier refus du male par la femelle , la chienne est
plus calme pressente par fois un appétit augmenté . Lorsque la femelle est non gestante on observe
par fois une pseudo gestation comportemental lors du métoestrus apres un délai de 3 semaines a
Imois . Cette phase dure 60 a 65j selon GUERIN 2003 et FONTBONNE 2007 et jusqu'a 110 a
140jours selon CATHENOZ et MARSON 1996 . Une autre particularité chez la chienne quel soit
gestante ou pas on a la sécrétion de progestérone , le corps jaune reste fonctionnel .

Sur le plan histologique : la sécrétion de progestérone par le corps jaune déterminé une
augmentation de taille de 1’utérus . Il provoque également une diminution de la fréquence et de
I’amplitude des contraction de I'utérus , se qui permet I'implantation des embryons suivie de la
gestation . Durant le métoestrus le vagin et rose sa surface est humide et il présente des plis séparé
et peu profonds .

Sur le plan génital ; le gonflement vulvaire diminue et les pertes vulvaires disparaissent .

2/4- L'anoestrus :

C'est la phase du repos sexuel de la chienne , ne présente aucun comportement sexuel . La durée
moyenne de l'anostruse et de 4 a5 mois elle peut varier de 2 a 10 mois sans cause ni conséquence
pathologique selon DUMON 2003. La régularité de l'anoestrus est trés importante car elle
optimise la fonction de reproduction , ainsi les chiennes dont la fréquence des chaleurs et irrégulier
souffrent souvent de trouble de la reproduction . L'involution utérine dure 2mois , des chaleurs
rapprochées sont donc moins favorables a une bonne reproduction . Au repos sexuel la vulve et
petite non dilaté les écoulement vulvaire se sont taris . Le repos ovarien apparent est suivi d'une
phase d'involution utérine , des donnée récente montre que la phase d 'anoestrus n'est pas
silencieuse au niveau endocrine les ovaires continueraient a produire de la progestérone en tres
faible quantité selon ONCLIN et VESTEGEN 2000 , la reproduction de progestérone endogene par
le corps jaune est directement au niveau des ovaires en inhibant le développement folliculaire ou
indirectement au niveau du systéme nerveux central par un rétrocontrdle négatif de l'anoestrus
prolongé observé chez la chienne .
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Figure 2 : schéma du cycle cestral chez la chienne ( Heape 2005 ) .

Tableau 2 : Principaux événement du cycle sexuel de la chienne

FONTBONNE ET al 2005
Phase Pro-oestrus Oestrus Meétéoestrus Anoestrus

Dureés 7al10j 5a10j 60—-120; Variable (4 -5

mois)

Ovaires Croissance Ovulation et Corps jaunes | Croissance
folliculaire développement |secrétant puis | folliculaire
rapide du corps jaune |regrésant

Utérus Congestion Prolifération de | Nidation Phase de repos
augmentation |I’endometre gestation . léger
des glandes Phase sécrétoire | épaississement

de ’endometre |de I’endometre
puis

desquamation

et restauration

Muqueuse Rouge edematie Rougeatre Rose Lisse

vaginale présente de plis |moins plis séparés plis effacé
sécrétion oedematie plis | peut profond | modérément
fluides profond et humide

serres
désechement de
la surface
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3- Le conte réle _hormonal lors du cycle cestral :

Le progestérone et le controle du corps jaune :




Chez la femelle autre que la chienne , le corps jaune est soit cyclique soit gestatif si une fécondation
a eu lieu . Chez la chienne cette distinction n'est pas valable , en effet le corps jaune cyclique peut
étre assimilés au corps jaune géstatif cas il a une durée de vie de type gestatif . Ceci explique en
partie que des phénomenes de pseudo gestation soient assez fréquente observe dans cette espece .
Il existe cependant une différence minime entre les sécrétion en progestérone de gestation et celle
de pseudo gestation : la chute de la progestérone est plus brutale au cours du second cas selon
FOMAGNOH et DUMON 2003 .

Le controle de la sécrétion de progestérone en dehors de la gestation est assuré par des hormones
lutéotrope d'origine antéhypophysaire ( LH et prolactine ) et par la prostaglandine PGF2 .

La nécessite de LH pour le maintien d'une sécrétion normal de progestérone par le corps jaune est
bien établie par la plus part des espéces . La prolactine induit et maintient la présence des récepteur
de LH sur les cellules lutéale.

PR
PHASE |AMCESTRUS| werme . | ESTRUS POSTLESTRLS AMCCESTRUS
| : i e R S VL, B =7
DUREE | J0- 180 e j’-ﬁ.ﬂﬁ ! 30-180 1
pour
e
; chilegnne fécondés
z i
§ ".i-..-‘
I C .‘r"’.
L)
5 |
=
x
= 4
= PROGESTERONE (ng/ml)
ETAT D
LA CHIEMKE REPOS SEXLEL
MORMALE

Figure 3:Schéma représente courbe variation de la p4 une chienne gestante et
non gestante ( FONTBONNE 2001)

4-Le pic de LH et l'augmentation de progestérone :




Une des particularité de la chienne est la lutéinisation des follicules pré ovulatoires qui se mettent a
secretes de la progestérone avant que 1'ovulation ne se produise . La concentration plasmatique de
la progestérone qui augmente lentement en période pré ovulatoire , suivent ensuite une courbe avec
une pente ascendante brutale autour de 1'ovulation puis atteignent un plateau a des taux élevés en
une dizaine jours . Le taux de progestérone est relativement important dans le sang (facilement

dosable ) .

progestérone (nmol/l)
E & 8

B2
(=

—
[ =]

Ovulation Fertilité

k:——l—iﬁnn—-ﬂ-

1. J6 ]6 J4 J3 J2 J1 JO J+#1 J+2 J+3 J+4 |45 ]+6 J+1

Figure 4 : Schéma correspond le pic de LH et I'augmentation de

progestérone (JHONSON 2001)

5-La relation entre le progestérone , 1 'oestradiol , LH et prolactine:




Le progestérone en cas de gestation apres son pic il chute lentement . Ce pendant une légere
remontée produit entre 25 et 40 me jours ( poste LH ), puis le taux de progestérone diminue
lentement et atteint un plateau 4 a 16 ng/ ml pendant la 2em semaine . La concentration chute
brutalement est atteint 2ng/ ml a 24 heurs avant la parturition cette chute est importante pour le
déclenchement du part selon GOODMAN 1978 . Le taux d'oestradiol devenu trés faible au moment
du pic de LH remonte apres le 25 ou 30 jours de gestation contribuant a la mammogénese est plus
tard la préparation du part .

La concentration de LH reste stable durant les 6 premiers semaines du cycle lutéal que la chienne
soit gravide ou non . Chez la chienne gestante , lorsque la progestérone chute en fin de gestation la
concentration plasmatique de LH augmente et dépasse les valeur rencontres chez une chienne non
gestante . Des expérience menée par CONCANNON et WEINSTEIN 1993 on montré que des
traitement a base de sérum anti — LH entrainent une forte baisse de la progestérone en fin de la
phase lutéal montrant que I'action de LH et majeur a cette période .

La prolactine détectable 19 a 28 jours apres le pic de LH sa sécrétion présente un pic de 4 a 6 ng /
ml entre 50 jours de gestation puis diminue avant terme . Elle devient indétectable 1a 6 semaine
apres la parturition selon FONTBONNE 2007 . Le taux de prolactine augmente dés la deuxiéme
tiers de la gestation 30 jours et 35 jours apres le pic de LH , elle reste élever pendant la lactation .
Lors d'un traitement a base d’agoniste (inhibiteur de la sécrétion de prolactine ) durant la seconde
partie de la phase lutéal , la gestation ne peuvent plus étre menée a terme la chienne avorte. Donc la
prolactine et majeur a cette période .
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Figure5:Schéma correspond le pic de LH et I'augmentation de p4(JHONSON
2001)
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6- les modification cytologique de 1’épithélium vaginal au cours du cycle cestral :
Les cellules de I’épithélium vaginal sont compose de :
Cellules para basales : Petite cellule rond basophiles et a gros noyau .




Cellules intermédiaire : Grand cellule avec un gros noyau .

Cellules superficielles; Ces des cellules grandes , leur noyau devient pycnotique finit par
disparaitre.

Les cellule de 1 épithélium vaginal se multiplient activement , s’épaississent pour éviter les
traumatisme lors de l'intromission pénienne , les cellules augmente de taille sont moins rondes et
devient progressivement cornées par la présence de kératine . Elle se modifient sous l'action des
hormones activés pendant les chaleurs durant le pro-oestrus . La cytologie vaginale est un outil
utile au vétérinaire pour déterminer approximativement le pro-oestrus , cestrus et le début de
metoestrus pour donner une estimation du moment de 1'ovulation.

6-1-Anoestrus :

Dans cette phase de repos en retrouve que les cellules para basales , I’épithélium vaginal est
pauvre en cellules .

6-2-pro-oestrus :

Au début de pro-oestrus le nombre de cellules augmente ,les cellules para basale disparaissent en
retrouve les cellules intermédiaire qui dominent et les cellules superficiels commencent a se
kératinise .

6-3cestrus :

Au début la kératinisation des cellules superficiels est maximal 60% a 80% , elle son regroupées
en amas aspect en cellules morte , ces cellules mortes son protectrice pour I' épithélium vaginal .
6-4-Metoestrus :

L' épithélium est envahie par des leucocytes polymorphe nucléaire en 24heurs les cellules son
remplacées par les intermédiaire puis para basale ( nettoyage et destruction des cellules par les
leucocyte ) .

Leucocyies (1)
Cellules intermédiaires (2)

Differentes phases
du cycle sexuel

(Estrus Proestrus 2
2-20 j 3-17 1
{frmeowseranee: 10 ) [remyesnre D)
Chaleurs = 21-25 j

Cellules basales (1) Cellules basales (1)
Cellules intermédiaires (2) Cellules intermédiaires (2)
Cellules superficielles (3) Cellules superficielles (3)
Cellules kératinisées (4) A Hematies (4)

Figure 6: schéma de différentes cellules de 1'épithélium vaginal ( Johnson 2001)
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7 —Le cycle ovariennes ;

Chez la chienne pubére , les follicules ovariennes préformés a la naissance, croissent et murissant se

rompent périodiquement pour étre remplacés par le corps jaune




7-1-La phase folliculaire:

La folliculogénése est la succession des différentes étape du développement de follicule depuis le
moment ou il sort de la réserve , constitué pendant la vie embryonnaire jusqu'a sa rupture au
moment de 1'ovulation ou a son involution selon THIBAUT : parall¢lement a la croissance du
follicule ovulatoire qui se transformera en corps jaune, des follicules plus petits se développe ou
entrent en involution . La ler phase conduit a un grand nombre de follicules primordiaux ils se
transforme en follicules intermédiaires , puis follicules primaires et secondaires . Les follicule
primaire et intermédiaire représente 95% de la population folliculaire ovariennes (stocké au repos ) .
Les follicule primordiaux débutent en période de la maturation du follicule, la deuxieéme phase
commence avec la mis en place de I'antrum . Certaine nombre de follicules atteignent le stade pré
ovulatoire , la troisiéme phase et la croissance du follicule terminal elle débute au moment ou les
follicules pré ovulatoire s’acheéve avec 'ovulation .

Particularité chez la chienne :

Lors de I'anoestrus , il se produit une croissance folliculaire mais la différenciation folliculaire
terminale n'a pas lieu et la taille maximale des follicules a antrum de 0 , 5 mm a Imm , au moment
de pro-oestrus mesure lal ,5 mm sont présent sur 1'ovaire est commence leur croissance terminal
1,5 a5 mm en fin de pro-oestrus . Pendant I’cestrus le diamétre des follicules augmente pour
atteindre la taille pré ovulatoire soit de 5a7 mm en moyenne viendra ensuite 1'ovulation selon
JHONSON 2001 .
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Figure 7: schéma représente un cycle ovarien (THIBAUT 2001) .
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8- L'ovulation

L'ovulation de la chienne est systématique a chaque épisode de chaleur , elle se déroule entre 6et 24



heurs dans la période de I’cestrus ,60% des chiennes ovulent entre le 9¢m et 10éme jours . Une
¢lévation brutal de FSH et LH la décharge ovulant les follicules s'ouvre et libére 1’ovocyte
l'ovulation se produit alors . L'ovocyte de la chienne est tres particulier parmi les mammiferes , il
n'est en effet pas directement fécondable au moment de 1'ovulation , les ovules doivent finir de
murir dans le tube génitale apres l'ovulation pendant encore 48 heurs a 96 h avant de pouvoir étre
fécondable . En effet plusieurs ovulations se produisent selon CANCANNON 1993 , leur nombre
varie de 5 +/ 0, 3 par ovaire . L'ovulation de tous les follicules n'est pas un processus synchrone et
ce phénomene peut durer jusqu'a 24 heur, 1'ovocyte chez la chienne est riche en gouttelettes
lipidique qui s'accumulent trés tot au court de la folliculogenese . Comme chez les autre
mammiferes au moment de 1'ovulation , le pic de LH induit une muséification de la masse des
cellules du cumulus entourant l'ovocyte . Cependant , les deux couches directement en contacte
avec la zone pellucide restent trés compactes au tour de 1'ovocyte . Cette muséification incompléte
pourrait expliquer que 1'ovocyte ne repend pas immédiatement sa méiose il est expulse au stade
immature de vésicule germinative. . Pendant la période pré ovulatoire selon JHONSON 2001 , la
bourse ovarique contient 2 a 3 ml de liquida et I'ovocyte est expulsé de sont follicule dans cette
bourse et commence sa maturation extra folliculaire qui va dure de 48 a 72 heurs minimum cette
maturation est particuliére . L'ovocyte complété sa méiose pendant son séjour dans I'oviducte , il
reste fécondable pendant plusieurs jours

jusqu'a 108 heurs apres ovulation voire mémeé 120 heurs . Quelque heurs aprés ovulation , les
ovocytes sont regroupé dans I'oviducte est encore entouré de quelques couche denses de cellules de
granulosa du cumulus . Ces cellules reste étroitement liée a I’ovocyte participent sans doute au
controle de la méiose . L’évolution de 1'ovocyte durant les premiéres heurs suivant 'ovulation est
mal connue . Jusqu’a 48 heurs , les ovocytes sont tous au stade vésicule germinative et se situent
des parties proximal a médiane de I'oviducte . Les premiers stade métaphase 2 ne sont observés que
54heurs apres l'ovulation .

9- La fécondation :

La fécondation ne semble pas non plus respecter un mode physiologique habituel chez la chienne .
Des études in vitro ont mis en évidence une pénétration du spermatozoide dans le cytoplasme de
I'ovocyte avant la fin de la maturation de celui ci , alors que 1'ovocyte doit étre généralement en
fin de méiose pour que la fécondation puisse avoir lieu . Cependant in vivo FONTBONNE et al
2001on montrent que la fécondation d 'un ovocyte immature demeurait extrémement rare : sur 112
ovocytes immature observés dans les oviductes de 30 chiennes , prélevés de 17a 127 h apres
ovulation , seul

trois ovocyte appartenant a une méme chienne étaient péneétre par les spermatozoide . La
fécondation a donc lieu lorsque les ovocytes ont atteint leur stade de métaphase 2 dans 1’oviducte
soit 36 a 48 heurs apres 'ovulation selon DUMON 2003 , 54 a 83 heurs selon RYNAUD 1978 . Les
premiers embryons au stade 2 sont généralement observe a partir de 72 heur et son de la partie
médiane distale de 'oviducte .
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Figure 8:schéma représente 1 'ovulation et la fécondation chez la chienne JHONSON
2001 .
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Figure9 : Schéma incluant les différentes modification lors de pro-oestrus et cestrus
(ENGLAN 2000)
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10- La gestation:

La gestation est I’intervalle de temps séparant la fécondation des gamete et la mise bas , Pendant
lequel se développe le feetus . Par ailleurs CONCANNON 1993 a suggérée que les plus grandes
variation dans la durée de gestation sont d’abord due a la taille de la portée , il existe une corrélation
négative entre la durée de la gestation et la taille de la portée pour des portée de sept chois ou
moins. Si on prend comme intervalle le jour de la saillie jusqu'a la mis bas , la gestation varie entre
57 et72 jours . Les variation observées dans la durée de vie des gamétes ne permettent pas
I’appréciation précise de cette durée . Il est possible que les gamétes males peut survivre dans le
tractus utérin pendant 7ou méme 9jours et engendrer une fécondation et une gestation

satisfaisantes . Selon 1'é¢tude 73% des gestation ont une durée compris entre 60 a 68 jours
(intervalle saillie mis bas) . Les durées de gestation apparente de moins de 59 jours résultent toutes
d'une saille dépassant de plus de 3j le pic de LH , celle de plus de 66jours font toutes suites a une
saillie pratiquée 2jours ou plus avant le pic de LH .

Tableau 3: Représente les jours de la gestation chez la chienne CONCANNON 1973.

14



Mateériels

ET

Méthodes

15



Chapitre3:Matériels et Methodes

L'objectif de notre travaille a pour but de présenter la technique des frottis vaginaux lors du suivi
des chaleurs chez la chienne a fin de déterminer les différentes phases du cycle cestral.

Cette examen cytologique vaginal permet de recueillir des cellules présentent dans la lumiére du
vagin .1l faut toujours associer cette méthode avec le dosage de la progestérone pour obtenir le

moment exacte de 1’ovulation .

Nous avant fait un suivi de chaleur sur 8 chiennes au niveau de la plate-forme ,clinique vétérinaire
située a I'université de Blida Saad Dahleb Consacrés a la reproduction des carnivores domestique
et a I’amélioration des résultat par 1 'usage notamment de 1’insémination artificiel .

Les chiennes présentés a la consultation au niveau de la clinique appartiennent a des éleveurs
résident a Blida .Pour chaque nouveau client et nouvelle chienne , on a crée des dossier ou sont
notamment consignés quotidiennement les commémoratifs , les interprétations des frottis vaginale ,
les résultat du dosage de la progestérone et le mode de fécondation .

Ce dossier personnel permet d'avoir un suivi de la chienne au cours de sa carriére reproductrice .

1 - Matériels a utiliser lors d'un frottis vaginal

1-1- La coloration de MGG : diff quik

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 dans des coloration peut €tre un critere
supplémentaire . Cette coloration et tres fiable pour déterminer est différencier début moitie et la fin
de pro cestrus,cestrus et métoestrus .Rapide ,15 min simple elle donne des résultats immédiate .
Coloration monochromatique :

coloration du cytoplasme et le noyau en bleu d'out 'intérét d 'identifier la morphologie cellulaire .

Tableau 4 : représente la coloration de MGG ENGLAN et CANNON 2002 .

Ordre de passage coloration

Fixateur Méthamol (5sec/ 15 fois)
Coloration du noyau Eosine ( 5sec/ 15fois)

Coloration du cytoplasme Thiasine ( Ssec/ 15 fois)

1-2-Ecouvillonnage :
C ' est la technique la plus couramment employée , on utilise un €écouvillon stérile en coton a usage
unique . Certaine écouvillonnage étaient effectuée avec des abaisse longue coupée en quatre
humidifier avec du sérum physiologique (CHISTIRE et AL 1970 ) .
Ce matériel sans asepsie rendait I'examen douloureux pour | 'animal , I’écouvillon stérile doit étre
humidifie cela peut ne pas étre nécessaire si la chienne présente des écoulement vaginaux suffisants
pendant le pro -cestrus ou ’cestrus selon JOHNSON . L’osque en utilise du matériel non humidifier

le coton collecte les cellules mais également du mucus ce qui geéne 1’étalement du prélévement .
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1-3-Microscope :

Le microscope optique ou photonique est un instrument d ' optique muni d'un objectif et d'un
oculaire qui permet de grossir I'image d'un objet de petites dimension (faible grossissement ) est de
séparer les détailles de cette image .La lecture des lames d 'un frottis vaginal elle doit se faire a
faible grossissement 40G puis forte grossissement 100G

1-4-Lame porte objet :
En fixe le prélévement sur la lame pour pouvoir observe au microscope

2- Méthode :

En 1931 HAROLD HARRISON et le premier qui €tudie le frottis vaginal . Il consiste a effectué un
prélévement de cellules vaginal a I'aide d ' un écouvillon introduit au fond du vagin . Le premier
frottis vaginal est réalise environ 5 jours aprés le début des chaleurs , en suite on fonction du
contenu cellulaire le frottis sera répété a intervalle de 2jours jusqu'a 80% de kératinisation .

Le frottis vaginale d ' cestrus commence a €tre obtenu sur des chiennes avant 1'ovulation et cet
aspect caractéristique du frottis dépasse les 48 heurs optimales de la période fécondable . Ainsi
selon GUERIN , un frottis vaginal typique d' cestrus peut étre observé 9 jours avant la période
féconde .

On fonction du taux de la kératinisation calculé a partir des frottis vaginaux et le réflexe de
I’imprégnation cestrogénique , on prend 5 a 6 champs nombre de cellule est égale a 50 — 100
cellules .

L'index ¢éosinophilie k= Nombre de cellules kératinise / Nombre de cellules totale
Sik:30% début pro-oestrus
Si k : 50% mi pro-oestrus
Si k : 70% fin pro-oestrus

Sik:80% a 100% oestrus

2-1-Méthode de prélévement d 'un frottis vaginal :

Le prélévement s’effectue a l'aide d'un écouvillon , il peut étre humidifier avec du sérum
physiologique stérile si la chienne présente des écoulement vaginaux insuffisants . Les levres
vulvaire sont écartées manuellement avec le pouce et I'index . L’écouvillon est induit en direction de
la colonne vertébrale , puis un peut plus loin en direction horizontale . Appuyer suffisamment sur la
parois de la muqueuse est effectuer des rotation par 1I’écouvillon , puis le retirer délicatement des
voies génital ( selon ROSZEL et JHONSON 1988 .
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Figure 10 : schéma du prélévement d'un frottis vaginal ( original )

2-2- [ ’étalement et fixation du prélévement :

Le frottis doit étre fixée immédiatement dans les quelques second qui suivent I'étalement sur la
lame alors qu 'il est encore humide . Il faut rouler sans écraser le coton sur l'extrémité de la lame
est surtout ne pas altérer les cellules selon CONCANNON 1993. En effet, cet étalement doit étre
réalise immédiatement apres le prélévement pour évite la dessiccation .

La lame est immédiatement plongée pendant Sminute dans un mélange alcool-éther qui réalisé la
fixation de 1'étalement .

2-3-Lecture des lames :

La lecture des lames d'un frottis vaginal ce fait par un microscope optique , observation a faible
grossissement G40 qui permet d ' apprécie globalement la richesse en cellule , présence ou non de
mucus , leucocyte , spermatozoide , répartition des cellules ( dispersé, isolée ou en amas ) puis a
forte grossissement G100 pour voir l'aspect des cellules , type , couleur , la forme , la taille , noyau
et sont volume .

Selon GUERIN 2007, les frottis vaginal sont de bons indicateurs du déclenchement des chaleurs ,
mais elles sont insuffisante pour la détermination de la période ovulatoire . La kératinisation permet
de bien détecte 1’cestrus mais pas I'ovulation en doit donc toujours utilise le frottis avec le dosage
de progestérone a fin de détecte la date du pic de LH et I'ovulation selon BARON 2006 .
pour cela, en fait un prélevement sanguin , prélever du sang a la jugulaire sur tube héparine, le
sang est en suite centrifugé .
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Protocole de suivi :

A 80% de kératinisation en commence le dosage de P4

répéter a 1-2 jours d'intervalle ( selon les valeurs ) jusqu 'a la valeur comprise dans l'intervalle
d’ovulation :

Si P4 < 3 ng/ml répéter dans 3jours .

Si P4 entre 3-5 ng/ml répété dans 2jours .
Si P4 entre 5-8 ng/ml répéter dans 1jour .
Si P4 entre 9-14 ng/ml ovulation en cours .

plusieurs méthode on été mises au point pour mesurer le taux de progestérone plasmatique, on a
des méthodes semi quantitatives comme ELISA ou bien quantitatives RIA et MINIVIDAS .

2-4- Méthode du dosage de P4 :

Chimiluminescence ; MINIVIDAS ( étalonnage )

La méthode la plus utilis¢ au plat forme de Blida , ce dispositif de texte spécialement connu stocke
I’¢talonnage dans la mémoire de 1'analyseur optimisant ainsi le résultat de cott par sujet .

Teste multi paramentique , tout est inclus dans un kit , facile a utiliser , pas de préparation de réactif
et il suffit de charger et aller .
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Chapitre 4 :Interprétation des frottis vaginaux

Walter happe en 1900 a défini les différentes phases du cycle cestral , 1 'intérét de notre recherches
est de choisir le moment exacte de 'ovulation .

B

F. Magie - oestrus 80%

F. Jetta - anoestrus 10%

F. Sabine - Pro-oestrus 30% F. Freya - metoestrus 20%

Figurell : schéma représente les différentes frottis vaginaux original
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Le frottis de Jeta est sale pauvre en cellules , en retrouve des cellules para basal
Le taux de kératinisation est de 9 % , cette k est partiel .
D 'apres le pourcentage de la kératinisation est la présence des cellules para basal , Jeta est en

anoestrus ces ta dire en repos pas de chaleur .

Le frottis de Fraya est sale riche en cellules basophile et des cellules intermédiaires qui sont
regroupée , la présence de leucocyte (il y a nettoyage et destruction des cellules ) .
Le taux de kératinisation est de 20 % . d’apres la chute du pourcentage de K la chienne Fraya est

en metoestrus ( la phase lutéal ) .

Le frottis vaginale de shella est sale riche en cellules intermédiaires , présence des hemacies . Les
cellules superficiels commence a ce kératinisées . Les cellules intermédiaires sont regroupée ( ces
la particularité du pro-oestrus ) .

Le taux de la kératinisation est de 40% . Donc la chienne shella et en pro-oestrus .

Le frottis de sabine est sale , présence de cellules intermédiaires polynucléaire qui prédomine se
regroupent mais pas en amas . la kératinisation est partielle .
Le taux de la kératinisation est de 50% , La chienne sabine est en pro-oestrus ( au milieux )

Le frottis de Neila est propre , la présence des cellules superficiels a nuclée ( acidophile ) il sont
regroupées en amas . La kératinisation des cellules superficiel est au maximum le taux est de 90% .
La chienne Neila est en fin d’cestrus .

Le frottis vaginal de Wasila est assez propre , les cellules superficiels qui domine regroupées en
amas.
Le taux de la kératinisation de 70% , donc la chienne wasila est en oestrus ( en chaleurs ) .

Le frottis vaginal de Whisky est propre , présence des cellules kératinises superficiels en amas .
Le taux de la kératinisation est de 80% .
La chienne Whisky est en période d' cestrus.

Le frottis de Magie et propre , pas de mucus le vagin est propre ( tarissement des écoulement ) .
Absence des hemacies , en retrouve les cellules superficiels nuclée est a nuclée qui prédomine .
La kératinisation des cellules superficiel en amas .

Le taux de la kératinisation est de 70% .

En conclusion la chienne magie est en cestrus .

La kératinisation calculé a partir des frottis vaginaux est le reflet de I'imprégnation cestrogénique .
Pour GUERIN 2007, le ler jours d’cestrus présente un indic €osinophilie 50% . 'augmentation
plus de 50% et le 2em jours . Lorsque elle atteint 90% la saille est réalisé.

Pour ENGLAND 1973, la kératinisation atteint 80%]la saille est réalise .
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Le dosage du progestérones ng/ ml

tableau 5 ; représentant le taux de progestérone chez quelque sujet apres avoir fait
des frottis vaginaux

SUJET Groupe A control Groupe B en chaleur
1 0,2 ng /ml 6 ng /ml

2 0,9 ng/ ml 8 ng /ml

3 9 ng/ ml

4 10 ng /ml

5 12 ng /ml

6 15 ng/ ml

—_ Kk
§15— I
o))

£

&

910—

9

0

o

o

£ o

[T

T

5 e

= 0 | I

Control En chaleur

Figure 12: schéma représente le taux de progesterone chez le groupe A et B
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En remarque que le taux de progestérone est plus élever chez le groupe de chienne en chaleur B
dune manier significative p 0,007 compare au groupe controle A.

Ces résultat concorde avec un état d’évolution selon les phase du cycle cestral qui provoque
l'ovulation sous la dépendance d'un pic de progestérone .1l existe un délai entre la chute de sécrétion
P4 plasmatique et la chute du taux de kératinisation ( chaleur ) .

La chienne Magie ovule le 4¢ me jours , elle est en chaleur avec un pic de P4 6 ng /ml .

La chienne Whisky ovule le 11lem jours, elle est en pleine chaleur avec un pic de P4 8 ng / ml .
La chienne Neila ovule le13éme jour avec un pic de 10 ng/ ml elle est en chaleur .

La chienne Wasila ovule le 10¢ me jour avec un pic de 9ng/ml , elle est en chaleur normal .

La chienne sabine ovule le 12jours avec un pic de 12 ng/ml .

La chienne Fraye , elle est en phase lutéal pas de chaleur le taux de P4 estde 0,9 ng/ml.

La chienne Jeta est en repos pas de chaleurs le pic de P4 est de 0, 2 ng / ml .

En fin la chienne chella ovule le 14 me jour avec un pic de 15 ng/ml .

Le jour du pic de LH c'est ta dire 2j avant , on estime la concentration plasmatique de la P4 entre 2 a
2,9 ng/ml, elle atteint le jour de I'ovulation des valeurs compris entre 4ng/ml et 10 ng/ml la
période de fécondation se situe 2j aprés le taux de progestérone dépasse alors 15ng/ml .

Dans la plat forme de Blida selon leurs expérience le taux de P4 estime dans la période d 'ovulation
et de 9ng / ml (selon Dr belala )

Le progestérone commence a un niveau basal puis se Iéve progressivement pour atteindre des
valeur au moment de I'ovulation ( 9ng/ml en moyen ) .

Certaine chienne sont ovulé d'autre sont en plein chaleur ,d'autre ovule en retard (chaleur long ).

Tableau 6:le taux de Progesterone aux moment de 1 ovulation chez la chienne (FORNEL)

2002.
Jours de la période ovulatoire Progestérone ng/ml
Pic de LH 3-6 ng/ml
Picde LH 1; 6-12 ng/ml
Pic de LH 2j 12-30 ng/ml
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conclusion :

Les frottis vaginaux sont de bons indicateurs du déroulement des chaleurs , mais sont insuffisant
pour la détermination de la période ovulatoire .

Chaque chienne différe de 'autre , I'ovulation peut survenir au début de chaleur dite précoce comme
elle peut apparaitre au milieu ces une ovulation la plus habituelles , ou bien en fin d’cestrus dans ce
cas |'ovulation est tardive .

Un dosage de progestérone sera réalisé a partir du moment ou la chienne présente un frottis
d’cestrus . Il permet au vétérinaire de la précision :

D 'amélior¢ le suivi des chaleurs .

D 'amélioré ses résultats , meilleur taux de réussite en insémination artificiel .

Amélioration de la prolificité du fait d'accouplement réalise a un moment plus optimal.

Ces dosage sont essentiellement réalisés lors :

D'I A avec de la semence fraiche .

D'T A avec de la semence diluée ou congelé , qui survit moins longtemps dans les voies génital de
la chienne et nécessite d 'étre inséminé au meilleur moment .

En fin ,ces techniques nous permettent de prévoir le moment optimal de la saillie et d' améliore la
reproduction canine ( réservation des races comme le sloughi ) .
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Les cellules épithé¢lial dans la phase de pro-oestrus (concannon 2002)

Les cellules épithélial dans la phase d’cestrus (concannon 2002)






