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RESUME

Le présent travail représente un essai clinique d’'induction de |'cestrus
conduit sur seize (16) chiennes domestiques en comparant deux traitements a
base de deux molécules anti-prolactines, agonistes de la dopamine (Bromocriptine

& Cabergoline).

Le cheptel expérimental soumis préalablement a un suivi médicalisé du
cycle cestral pendant 4.5 mois, a été réparti en deux lots d'étude a savoir le lot "A"
d'induction a la Bromocriptine (n=8) et le lot "B" d'induction a la Cabergoline (n=8).
Les chiennes du premier lot ont regu par voie orale 0.05 mg/kg/j de Bromocriptine
(Parlodel© cp sec 2.5 mg) jusqu'a apparition du pro-cestrus ou pendant une durée
maximale de 40 jours; et les femelles du deuxiéme lot ont regu par voie orale
0.005 mg/kg/j de Cabergoline (Galastop© Solution Orale de 15 ml) jusqu'a

apparition du pro-cestrus ou pendant une durée maximale de 40 jours.

L’'objectif étant d’évaluer comparativement ces deux protocoles en
fonction de divers criteres d’efficacité, a savoir le taux d’induction, le taux de
gestation, le taux de natalité, la taille de la portée (prolificite), la durée du
traitement, le raccourcissement de lintervalle intercestral (raccourcissement de
I'ancestrus) et l'effet sur la durée de l'intercestrus du cycle suivant le cycle induit
(retour en chaleur aprés cycle induit). La différence significative entre les résultats
obtenus pour les deux lots d'étude a été veérifiée par l'application d'un test
statistique de signification adéquat a la situation (Test des probabilités exactes de
Fisher).

Dans un second temps et une seconde approche, nous avons exploité
statistiquement les données cytologiques (ECV) et hormonales (Progestéronémie)
recueillies pendant toute la période d’étude afin d’évaluer un sens de corrélation
entre la progestéronémie et les taux cellulaires (taux d'éosinophilie taux de
basophilie), puis d'affiner cette corrélation par I'application de certains criteres a
ces parameétres hormonaux et cellulaires. L'objectif ici est de trouver un critére
cellulaire fiable comme indicateur d'un seuil bas de progestéronémie. Cette
approche s'insére dans le cadre général de la réévaluation de la cytologie vaginale

en début du pro-cestrus.



Le traitement a la Cabergoline s'est montré plus efficace que le traitement
a la Bromocriptine avec des taux d'induction de gestation et de natalité de 87.5%
versus 25%; et une différence statistiquement significative (P<0.05). La probabilité
pour que le hasard puisse expliquer cette différence est (P = 0.020279721) de loin
en dessous du seuil de signification de 5%. La durée du traitement a la
Cabergoline a été de 24.43 + 7.77 jours (Moy + SEM) avec une plage de
confiance de 16.66 a 32.20 contre une durée de traitement de 34.50 * 6.86 jours
et un intervalle de 27.64 a 41.36 pour le traitement a la Bromocriptine. De plus, le
traitement a la Cabergoline a permis de raccourcir l'intervalle intercestral chez les
femelles d'étude a cyclicité normale d'une moyenne de 43.40 + 14.30 jours
[29.10j — 57.70j] par contre aucun raccourcissement de cet intervalle n'a été
obtenu avec le traitement a la Bromocriptine sur les deux chiennes répondant a
l'induction. Quand a la taille moyenne de la portée, aucune différence significative
n'a pu étre enregistrée entre les mises-bas précédentes et la mise-bas du cycle
induit. L'intervalle intercestral du cycle suivant le cycle induit n'a été affecté par

aucun des deux protocoles d'induction de notre étude.

Il en résulte que, dans les conditions de cette étude, le traitement a la
Cabergoline est cliniquement plus efficace et plus sir que le traitement a la
Bromocriptine, dans l'induction d'un cestrus fertile suivi de gestation qui aboutit a
la naissance d'une portée de taille normale (inchangée) et un retour en chaleur
dans un délai normal aprés cycle induit. Les résultats de cette étude suggérent
par ailleurs que la Cabergoline est plus efficace que la Bromocriptine dans le
rétablissement de la cyclicité chez les chiennes souffrant d'un intercestrus
anormalement prolongé ou d'ancestrus primaire et secondaire en l'absence de

causes extra-gonadiques.

Pour la deuxiéme partie du travail, I'exploitation statistique des données
cytologiques et hormonales de I'étude a montré qu'au début du pro-cestrus, la
progestéronémie est en corrélation nette et hautement significative (p<0.001) avec
les pourcentages en cellules basophiles et éosinophiles. Parmi les critéres
cytologiques évalués pour les deux pourcentages cellulaires, celui d'avoir plus de
40% de cellules basophiles sur le frottis vaginal (>40% de basophilie) s'est montré
le plus fiable avec une marge d'erreur nulle. Son application signifie que lorsque le

pourcentage des cellules basophiles est strictement supérieur a 40%, nous avons



une trés forte certitude que la progestéronémie soit inférieure a 2ng/ml (il est donc
inutile de doser cette hormone), et qu'une fois ce pourcentage de basophilie
devient inférieur a 40%, les dosages prendront alors toute leur valeur. Ainsi, dans
le cadre du suivi du cycle, cet indicateur cellulaire aurait un intérét particulier a
prévenir des dosages colteux et inutiles de la progestérone et réduire leurs

nombre au début du pro-cestrus.



ABSTRACT

The present work is a clinical trial of estrus induction in sixteen (16)
domestic bitches (Canis familiaris) using two different anti-prolactin molecules,
both Dopaminergic Agonists (Bromocriptine & Cabergoline).

The experimental animals previously followed for a period of 4.5 months,
have been allotted to two (2) study's Groups: "Group A" called Bromocriptine
induction group (n=8) counting 8 bitches and "Group B" called Cabergoline
induction group counting 8 bitches (n=8). Bitches of "Group A" received orally 0.05
mg/kg/day of Bromocriptine ((Parlodel© cp sec 2.5 mg) until onset of pro-estrus or
for a maximum of 40 days; while bitches of the second group "Group B" received
orally 0.005 mg/kg/day of Cabergoline (Galastop © Sol Buv 15 ml) until onset of
pro-estrus or for a maximum of 40 days.

The aim is to evaluate comparatively these two molecules according to
several efficacy criteria which are induction, pregnancy, and whelping rates, litter
mean size, treatment duration, shortening of inter-estral interval and effect on
duration of inter-estral interval following the induced cycle. A significant difference
between results of both treatment groups has been established by bean of Fisher's
test of exact probabilities.

In a second time and another approach, we have exploited the cytological
and hormonal data collected through the entire period of study in order to evaluate
a sense of correlation between progesteronemia and cellular rates (eosinophilic
and basophilic rates), then to refine this correlation by applying some criteria to
these hormonal and cellular parameters. The aim here was to find a cellular
criterion which is reliable and good indicator of a low progesteronemia's threshold.
This approach is to be integrated within a global context of reevaluation of vaginal
cytology in early pro-estrus.

Cabergoline's treatment has been more efficient than Bromocriptine's one
with induction, pregnancy and whelping's rates of 87.5% for versus 25% and a
significant statistical difference (p<0.05). The mean duration of Cabergoline's
treatment was 24.43 £ 7.77 days (Moy + SEM) with a range from 16.66 to 32.20
against a duration of 34.50 + 6.86 days and a range from 27.64 to 41.36 days for
Bromocriptine's treatment. Besides, Cabergoline reduced the inter-estral interval in

normal cycled bitches by a mean duration of 43.40 + 14.30 days and a range from



29.10 to 57.70 days while no significant reduction of this interval could be
observed with Bromocriptine. For the litter mean size, no significant difference
could be noted between values before and after induction treatments. Both
compared treatment in this study did not affect significantly the inter-estral interval
of the cycle following induced one.

It results that, in this study's conditions, Cabergoline protocol used is more
efficient and safer than Bromocriptine's protocol to induce in domestic bitches a
fertile estrus followed by normal pregnancy, whelping and litter size and also a
normal post induction inter-estrus interval. Our results suggest also that
Cabergoline is more efficient that Bromocriptine in inducing estrus in bitches
suffering long inter-estrus and also those presenting primary and secondary
anoestrus if extra gonadal causes are eliminated.

For the second part of the study, the statistical exploitation of cytological
and hormonal data collected all over the whole study period, has showed a
marked and a highly significant correlation (p<0.001) between progesteronemia
and basophilic and eosinophilic vaginal cell rates at early pro-estrus. Among the
studied cellular criteria, the criterion to find over 40% of basophilic cells on a
vaginal smear appeared the most reliable of all with a null error margin. Its
application means that when a vaginal smear shows more than 40% of basophilic
cells we have a strong certainty that the progesteronemia is under the threshold of
2ng/ml, it's thus useless to measure this hormone, and when the basophilic cell
percent falls under 40%, it's then useful to perform the dosage. Thus, in the
context of estrus detection, the basophilic index shows a particular interest by

enabling us to avoid costly and useless progesterone dosages at early pr-estrus.
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INTRODUCTION

En Algérie, le chien commence manifestement a revétir beaucoup
d'importance ces derniéres années en suscitant un intérét indéniable. Cette
importance va du simple loisir et confort psychologique que représente le chien de
compagnie jusqu’a la valorisation utilitaire du chien de travail employé dans
différents domaines d’activité. La valeur utilitaire du chien peut méme atteindre le
degré d’utilité publique tel le chien de recherche et d’investigation policiére et le
chien de secours et de décombres [01].

Les techniques d’emploi utilitaire du chien est un domaine qui est de nos
jours en pleine expansion et professionnalisation suscitant ainsi un intérét capital
chez les personnes physiques ou morales potentiellement utilisatrices du chien
(Armée Nationale Populaire, Direction Générale de Sureté Nationale, Direction
Générale des Douanes, Protection Civile, Sociétés de Gardiennage et d'autres
corps constitués).

Il en découle une forte demande en matiére de ressource canine qui
impose actuellement aux demandeurs d’opter essentiellement pour I'achat du
chien a l'étranger. Une enveloppe budgétaire colossale est ainsi injectée dans
I'importation.

La situation actuelle de I'élevage canin dans notre pays ne permet pas de
répondre a cette demande, car souffrant de multiples problémes. Pour se limiter a
I'aspect scientifique, il y a lieu de dire que pour la plupart des éleveurs canins
officiellement inscrits, I'élevage se pratique dans un cadre plutdt amateur que
professionnel ou I'on note malheureusement I'absence de toute conduite ou
maitrise de la reproduction.

Pour aider scientifiquement a la promotion de I'élevage canin en Algérie, il
s’impose de se pencher entre autres sur I'étude des techniques de maitrise de la
reproduction canine qui offrent aujourd’hui des outils efficaces a intégrer dans une
bonne conduite d’élevage pour atteindre ainsi une meilleure production canine.

Parmi les techniques de maitrise du cycle, I'induction volontaire de

I'cestrus représente un intérét actuellement indéniable en reproduction canine en
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s’intégrant dans une optique de meilleure gestion de I'ancestrus ainsi qu’une

« planification optimale » de I'élevage canin. Ceci dit que les éleveurs pourront

ainsi par le biais des protocoles d’induction volontaire des chaleurs atteindre

les profits et avantages suivants :

v Planifier les saillies et par conséquent les naissances selon les convenances
de I'éleveur et en fonction de ses contraintes et ses objectifs de production
[02].

v" Raccourcir I'intervalle intercestral de la chienne reproductrice et réduire ainsi le
cycle de production ce qui traduit un gain en production [03].

v' Luter contre un phénoméne naturel observé chez les femelles vivant en
groupe a savoir leur tendance a avoir des chaleurs synchronisées. Ce
phénomeéne naturel appelé aussi "effet dortoir" survenant de fagon spontanée
pose un sérieux probleme en élevage canin, car il concentre la production de
chiots en une courte période de I'année, et marque le reste de I'année d’'une
indisponibilité de chiots [04].

Pour en conclure, l'objectif pour les éleveurs serait le 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 plus
simplement, la compensation des conséquences financiéres d’un cycle non
gestant [02].

Méme en dehors du cadre de I'élevage canin, la technique d’induction des
chaleurs chez la chienne trouve son utilité en clinique et dans divers domaines
d'application de la recherche scientifique.

En clinique, linduction de [I'cestrus est congue comme un moyen
thérapeutique qui s’intégre dans le cadre de la prise en charge des cas d’infertilité
et d’hypofertilité par ancestrus pathologique primaire ou secondaire [02]. Dans ce
cas, l'objectif d’induction est de restaurer la fonction de reproduction dés lors qu’un
intervalle inter-cestral anormalement prolongé est observe.

Plusieurs domaines de la recherche scientifiques tirent leur bénéfice de
I'induction volontaire des chaleurs chez la chienne qui est une femelle mono
estrienne a cycle trés long pouvant aller jusqu'a douze mois [05] [06]. Cette
induction permet donc aux chercheurs de provoquer un cycle chez une femelle au
repos au lieu d’attendre son retour en chaleur qui risque de durer longtemps. Les

indications de cette technique dans le monde de la recherche sont:
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v Induire volontairement pour I'étude de la cyclicité chez la chienne

v" Induire et raccourcir I'intercestrus pour la recherche génétique [03] [07].
v" Induire et synchroniser pour le transfert d’embryon » [07].
v

Induire pour la préservation des canidés sauvages.

Devant toute cette importance accordée a l'induction de l'cestrus chez la
chienne, beaucoup d'études ont été conduites dans le sens de mettre au point des
protocoles d'induction. Ainsi, depuis 1939, plus de quarante protocoles hormonaux
ont été évalués dans le cadre d'investigations pharmacologiques de I'induction de
I'cestrus chez la chienne. Ces protocoles impliquant les cestrogénes, les hormones
gonadotropes pituitaires (FSH & LH) et extra-pituitaires (PMSG & hCG) et les

agonistes de la GnRH, se sont tous aveéreés peu satisfaisants [07].

Les protocoles utilisant la PMSG et I'nCG dépassent rarement les 50% de
taux de fertilité et 20-30% de taux de gestation [07]. La FSH seule donne des
résultats moins satisfaisants, son association au di-éthylstilboestrol (DES)
améliore relativement les résultats avec 70% de taux d'induction, 46% d'ovulation
mais seulement 20% de gestation [02]. L'administration de GnRH et ses
analogues ne peut étre utilisée que si le fonctionnement de I'axe hypophyso-
ovarien est conservé. Les dispositifs a libération prolongée et les pompes a
infusion pulsatile d'un super agoniste de la GnRH ont donné des premiers
résultats encourageants mais non répétables donc non validés demeurant ainsi a
I'échelle expérimentale et souffrant par ailleurs de plusieurs problémes techniques

de fabrication et de colt de revient [07].

L'utilisation des inhibiteurs de la prolactine a effet dopaminergiques
(Agonistes de la dopamine) a ouvert une nouvelle possibilité d'induction de
I'cestrus chez la chienne, ces protocoles se fondent sur les propriétés particuliéres
de la prolactine sur le mécanisme de régulation du cycle chez cette espece [02],
[08].

Ainsi, les agonistes dopaminergiques représentent actuellement le
meilleur outil pour instaurer un protocole d'induction de I'cestrus chez la chienne
sur le plan efficacité, sécurité, simplicité et colt aussi [08], [02]. Beaucoup
d'études comparatives dans la littérature évaluent l'efficacité des différents

protocoles d'induction chez la chienne par des essais cliniques ou dans des
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conditions expérimentales. La Cabergoline a été évaluée comparativement a la
Busereline (Agoniste de la GnRH) par des essais cliniques et s'est avérée
pratiquement plus efficace [09]. Cependant, aucune évaluation comparative n'a
été faite jusque la entre les deux anti-prolactines agonistes dopaminergiques

disponibles qui sont la Bromocriptine et la Cabergoline.

L’objectif de notre travail est d’évaluer comparativement I'efficacité clinique
de deux protocoles de traitement a base de ces deux molécules (Bromocriptine
versus Cabergoline) dans l'induction de l'cestrus chez la chienne domestique en
Algérie. Cette évaluation a été faite au vue de plusieurs critéres a savoir le taux
d’induction, le taux de gestation, le taux de natalité, la taille de la portée
(prolificité), la durée du traitement, le raccourcissement de l'intervalle intercestral
(raccourcissement de l'ancestrus) et I'effet sur la durée de l'intercestrus du cycle

suivant le cycle induit (retour en chaleur aprés cycle induit).

Vers la fin de cet essai clinique et dans une deuxiéme approche qui differe
de la premiéere, les données cytologiques (frottis vaginaux) et hormonales
(dosages de la progestérone) recueillies a travers la période d'étude ont été
exploitées statistiguement en vue d’évaluer un sens de corrélation entre la
progestéronémie et les taux cellulaires (taux d'éosinophilie taux de basophilie),
puis d'affiner cette corrélation par l'application de certains criteres a ces
parameétres hormonaux et cellulaires. L'objectif de cette étude statistique était de
trouver un ou plusieurs critéres cytologiques déterminant un seuil bas de
progestéronémie c'est a dire permettant d’affirmer que le taux de progestérone est
inférieur a 2ng/ml. Ceci éviterait donc de faire des mesures colteuses et inutiles
de cette hormone en début de pro-cestrus. Cette deuxiéme approche s'inscrit dans
le cadre de la revalorisation de I'examen cytologique vaginal (Frottis vaginal) en
début de pro-cestrus par le biais d’'un nouveau critére cytologique (Pourcentage de

Basophilie).
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CHAPITRE 1
RAPPELS ANATOMO-PHYSIOLOGIQUES

1.1. L’anatomie de I'appareil génital de la chienne

A l'exception de l'orifice d’entrée (la vulve), les organes de I'appareil
geénital femelle sont disposés dans une position pelvi-abdominale. Cet appareil
geénital se localise en région pelvienne et se prolonge largement dans la cavité
abdominale. Il comprend les ovaires, la trompe utérine, l'utérus, le col, le vagin, la

vulve et les mamelles [10], [11], [12].

1.1.1. Les ovaires

Les ovaires sont des organes pairs, situés dans la cavité abdominale et
dotés, d’'une double fonction: la fonction exocrine gamétogénése (ovogenése) et la

fonction endocrine, hormonogéne, qui commande la vie génitale.

La chienne posséde deux ovaires de petite taille, mesurant deux
centimeétre de long ainsi que de large et un centimétre d’épaisseur (2x2 cm et 1

cm respectivement), de forme ellipsoide et de couleur grisatre [11].

Ces gonades flottent dans la cavité abdominale, se reportent trés en avant
pour arriver au niveau des reins. Elles sont bien logées dans une bourse ovarique
recouverte d’'un tissu adipeux dont I'abondance varie avec la race et 'age de la
femelle, rendant ainsi difficile la visualisation des ovaires lors d’une laparotomie, et
imposant des précautions particuliéres dans la réalisation des nceuds chirurgicaux
de ligature lors d'une ovariectomie. La bourse ovarique a une ouverture trés

étroite qui empéche I'énucléation de I'ovaire [12].

Le ligament large qui suspend les ovaires, présente la particularité
d’envoyer a leur niveau une duplicature le ligament rond - qui rejoint le canal
inguinal et s’y prolonge. Cette particularité anatomique de la chienne constitue
malheureusement un facteur de risque qui prédispose cette femelle a une
éventuelle hernie inguinale de la corne utérine, mortelle en cas de gestation et de

non-intervention [10].
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Fig 1.1 : Représentation schématique de I’appareil génital chez la
chienne (Conformation extérieure en vue ventrale).

[BARONE R. ; 1978]
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Fig 1.2,: Vue Latérale Gauche - Ovaire, Bourse Ovarique et Trompe Utérine.
[DONE SH, GOODY PC, EVANS SA, STICKLAND NC.; 1996]

INTERPRETATION:

La paroi de la bourse ovarique (mésosalpinx) a éte retirée sauf une petite partie qui relie la portion
ascendante de la trompe utérine au ligament propre de l'ovaire. La trompe utérine est ainsi
exposeée et I'ovaire complétement découvert.

Une partie du mésovarium est laissée intacte, reliée a l'ovaire avec des éléments de la veine
ovarique.

LEGENDE:
(1): Trompe utérine: Branche ascendante (2): Branche descendante (3): Ligament suspenseur de
l'ovaire (4): A V abdominales craniales (5): Ovaire (6): Mesovarium (7): Veine ovarique (8):
Colon descendant (9): Infundibulum (10): Ligament propre de I'ovaire (11): Corne utérine (12):
Mésosalpinx "coupé et replié"

Fig 1.2, : Vue Latérale Gauche - Ovaire, et Utérus.
[DONE SH, GOODY PC, EVANS SA, STICKLAND NC.; 1996]

INTERPRETATION:

La partie restante du ligament large a été retirée, ainsi apparaissent Ovaire et Trompe Utérine.

La veine ovarique est laissée sur place apres retrait du mésovarium. Les deux cornes utérines sont
ainsi visibles et le corps utérin apparait ventralement au colon descendant.

LEGENDE:

(1):13°™ cote (2):Rein (3):A et V abdominales craniales (4):Ovaire (5):Veine ovarique (6):artére
utérine (7):A V circonflexes (8): Célon descendant (9):Corne utérine droite (10):Corps utérin
(11):Corne utérine (12):Infundibulum (13): Trompe utérine: branches ascendante et descendante.
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1.1.2. La trompe utérine

Les oviductes, appelés également trompe utérine, trompe de Fallope et
salpynx, sont deux conduits tubulaires, de calibre tres restreint, s’étendant de
I'utérus a I'ovaire en décrivant un trajet relativement flexueux entre les deux lames
du ligament large. lls sont trés étroits chez la chienne, a peine sinueux, mesurant

de quatre jusqu’a sept et demi centimeétre (4 a 7.5 cm) [10].

Chacun de ces deux conduits (oviductes) comprend deux portions : une
portion interstitielle dite également (intra-utérine ou intra-murale) qui correspond a
I'épaisseur de la paroi utérine et prend naissance a la partie antérieure de la corne
utérine par un orifice utérin dit: 'ostium uterinum ; et une portion intra-abdominale

se divisant en trois parties :
-un segment étroit, appelé l'isthme ;
- une partie plus longue et s’élargissant de plus en plus, dite 'ampoule, et

-une portion évasée en forme d’entonnoir, nommée pavillon ou

infundibulum

L’ampoule représente environ la moitié de la longueur de l'oviducte ; elle
est flexueuse et peu rigide a la différence de I'isthme dont la paroi est épaisse,

dure et non extensible.

Le pavillon de la chienne est particulierement étroit, frangé et plissé,
s’ouvrant en regard de I'ouverture interne de la bourse ovarique. Sa face externe
est lisse et couverte par la séreuse péritonéale tandis que sa face interne est
tapissée d’'une muqueuse. Il y a donc au niveau de cet orifice une continuité de la

séreuse péritonéale avec la muqueuse de la trompe.

La paroi de la trompe utérine comporte une muqueuse, une musculeuse
et une séreuse. La muqueuse est plissée, principalement au niveau de I'ampoule,
et elle comporte un épithélium cylindrique simple, fait de cellules ciliées et non
ciliées et repose sur un chorion de tissu conjonctif vascularisé et sans glandes. La
musculeuse comporte une couche interne circulaire et une couche externe

longitudinale, constituées de fibres musculaires lisses.
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Ms(OB)

Fig 1.3: Relation du Mésosalpinx et Oviducte
chez la chienne.
[SENGER PL.; 2005]
INTERPRETATION:
L'infundibulum est une partie membraneuse de I'oviducte qui est
intimement apposée contre l'ovaire.
Les fleches indiquent le sens de progression (deplacement) de
I'ovocyte/embryon au sein de I'oviducte vers l'uterus.

LEGENDE:
Ad: Tissu adipeux — BL: Ligament large — C(OB): Cavité/Bourse
Ovarique - If: Infundibulum - Ms: Meésosalpinx - Ms(OB):

Mésosalpinx-Bourse Ovarique — O: Ovaire — OB: Bourse Ovarique — OD:
Oviducte — UH: Corne Utérine.

NB/ L'aspect rougeatre des organes sur les photographies ci-dessus est du

a une rétention sanguine. La prise de photo a été effectuée immédiatement
apres ovariéctomie.

1.1.3. L’utérus (Uteri)

L’utérus est un organe creux ou I'ovule fécondé vient se fixer pour donner

lieu au développement embryonnaire, c’est 'organe de la gestation.
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Fig 1.4 : Représentation schématique de I'appareil génital chez
la chienne (Conformation intérieure en vue dorsale).
[BARONE R; 1978]
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Comme chez toutes les especes domestiques, lI'utérus de la chienne

comporte deux cornes utérines, un corps et un col, représentant une barriére entre

I'utérus et le vagin.
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LEGENDES: ANGLAIS (FRANGAIS)

Ad: Adipose tissue (Tissu adipeux) - BL: Broad Ligament (Mésometrium) - CF: Clitoral Fossa
(Fosse clitoridienne) - CV: Cranial Vagina (Vagin cranial) - Cx : Cervix - EUB: External Uterine
Bifurcation (Bifurcation Utérine Externe) - L: Labia (Levre) - O: Ovary (Ovaire) - PS: Placental
Scars (Cicatrices Placentaires) - UB: Urinary Bladder (Véssie Urinaire) - UtB: Uterine Body (Corps
Utérin) - UH: Uterine Horn (Corne Utérine) - UT: Urethral Tubercle (Tubercule Urethral) - UO:
Urethral Orifice (Orifice Urethral) - Ve: Vestibule (Vestibule) - Vu: Vulva (Vulve).

Fig 1.5: Vue Dorsale du Tractus Geénital chez la chienne (Avant et Aprés excision).
[SENGER PL.; 2005]
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1.1.3.1. Les cornes utérines

Les cornes utérines sont la partie la plus développée de l'utérus de la
chienne, donnant une forme de “V” a cet organe. Elles sont longues et gréles,
mesurant chacune dix a quinze centimétre (10 a 15cm) de long pour un peu moins
d'un centimétre de large, de calibre uniforme sur toute leur longueur et effilées a
leurs extrémités antérieures. Le ligament large présente une duplicature séreuse,

le ligament rond, qui se prolonge a travers I'anneau inguinal et le canal inguinal

jusqu’a la partie inférieure de la région périnéale.

Fig 1.6: Vue Latérale Gauche de la Corne Utérine et du Ligament large.
[DONE SH, GOODY PC, EVANS SA, STICKLAND NC.; 1996]

INTERPRETATION:

La paroi abdominale du cété gauche a éteé retirée exposant ainsi le contenu abdominal sur une vue
latérale gauche.

Le ligament large (mésometrium) infiltré de graisse a été réfléchi dorsalement pour exposer
I'ovaire dans sa bourse et faire apparaitre le ligament rond de I'utérus au bord de son propre pli du
mésometrium.

LEGENDE:
(1): Ligament suspenseur de l'ovaire (2): Trompe utérine (3): Ovaire dans sa bourse (4): Ligament
large infiltré de grasse (5): Ligament rond de I'utérus (6): Ligament propre de I'ovaire (7): Jejunum

1.1.3.2. Le corps utérin

Le corps de l'utérus est beaucoup plus petit par rapport aux cornes, , il est
étroit et trés court mesurant de trois a quatre centimétre de long (3 a 4 cm). Il est
avec les cornes étiré suivant I'axe longitudinal de I'organisme. Il relie entre elles
les deux cornes en avant et le col de I'utérus en arriere. |l a un réle principalement
au moment de la mise bas, il est marqué extérieurement par un rétrécissement,

est traversé par un canal cervical étroit et rectiligne.
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L’aspect histologique de I'utérus revét une importance indéniable et mérite
d’étre décrit assez succinctement. Tout au long des cornes et du corps de l'utérus,
la paroi de cet organe se constitue, de lintérieur vers I'extérieur, de trois
différentes couches qui sont: une muqueuse appelée endométre, une

musculeuse nommée myomeétre et finalement une séreuse.

L’endométre se constitue d’un épithélium cylindrique simple, fait de
cellules ciliées et cellules sécrétrices, ainsi que d’'un chorion de tissu conjonctif
riche en glandes endométriales. Il s’agit de glandes tubulaires plus ou moins
ramifiées et plus ou moins nombreuses qui s’enfoncent dans le stroma conjonctif.
Leur fonctionnement est indispensable pendant la gestation, mais elles peuvent
étre le siége de troubles sérieux (hyperplasie glandulo-kystique) lorsqu’elles

sécrétent en exces.

Fig 1.7: Le tissu utérin exisé chez la chienne.
[SENGER PL.; 2005]

INTERPRETATION:
L'utérus a été incisé pour permettre la visualisation de la surface endométriale.

LEGENDE:
E: Endométrium — M: Myométrium — PS: Cicatrices Placentaires — UH: Corne
Utérine.

Le myometre entoure 'endométre, son rdle essentiel est de permettre
I'expulsion des chiots au moment de la mise bas grace a des contractions
rythmiques et coordonnées. Elle se constitue d’'une couche circulaire interne, une
couche longitudinale externe de fibres musculaires lisses et d’une couche

moyenne, vasculo-nerveuse et élastique.
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La séreuse est une membrane qui enveloppe l'utérus ainsi que la portion
antérieure du vagin. Elle est I'expansion des ligaments larges suspendant l'utérus.
Elle parcourt le vagin antérieur puis se fléchit en haut sur le rectum pour donner le
cul de sac recto-utérin et en bas, sur la vessie pour donner le cul de sac recto-

vésical.

Schéma des organes génitaux de la chienne : \/

Fig 1.8: Représentation schématique de I'appareil génital femelle chez la
chienne (Conformation intérieure en vue latérale « Coupe sagittale »)

Légende :

(1) commissure de la vulve ; (2) vestibule ; (3) fosse clitoridienne ; (4) clitoris ; (5) méat urinaire
(6) vagin ; (7) col de I'utérus; (8) corps de l'utérus; (9) cornes utérines ; (10) ovaire dans la
bourse; (Il) ouverture de la bourse; (12) urétre; (13) vessie; (14) symphyse pubienne; (15)
rectum

[(FONTBONNE A ; 1996)]

1.1.3.3. Le col utérin
Le col utérin est un cylindre trés court, d’environ deux centimetre (2 cm)

de long, séparant le vagin et le corps utérin. Il a une consistance caoutchouteuse,
tout en restant ferme et épais grace a la forte musculature lisse circulaire présente
dans sa paroi [16].

Le col est percé d'un canal rectiligne de faible diametre dit « canal

cervical » disposé en position oblique d’avant en arriére et du haut vers le bas.
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Ceci rend tres difficile le cathétérisme cervical avec un instrument introduit par le
vagin [17]. Cette difficulté relative a la particularité anatomique du col chez la
chienne, a été heureusement surmontée par la mise au point de nouvelles

techniques [12].

BL =Broad
Ligament

CV =Cranial
Vagina

CX =Cervix

UtB =Uterine
Body

LEGENDE:
BL: Ligament Large — CV: Vagin Cranial — CX: Cervix (Col Utérin) — UtB: Corps
Utérin.
Fig 1.9: Le Col Utérin (Cervix) excisé chez la chienne.
[SENGER PL.; 2005]
1.1.4. Le vagin

Le vagin est un conduit musculo-membraneux, cylindroide, qui s’étend du
col de l'utérus a la vulve ou sinus uro-génital. Il est en rapport en haut avec le
rectum, en bas avec la vessie et le canal de l'urétre et latéralement avec les
coxaux.

Le vagin représente, avec la vulve, 'organe copulateur de la femelle qui
recoit 'organe male en érection pendant le coit et livre également passage au
foetus au moment de la mise-bas. De ce fait, il est trés profond chez la chienne,
mesurant de douze a quinze centimétres (12 — 15 cm), et sa paroi dispose a son
extrémité postérieure d’un sphincter qui se resserre trés fortement en arriére du
pénis permettant ainsi le maintien de [Iérection plus longtemps et le
déclenchement de fortes contractions vaginales pour favoriser la remontée des

spermatozoides a travers le col.
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Fig 1.10: Représentation schématique du col et du vagin chez la
chienne (A : Conformation intérieure en vue dorsale, B :
Conformation intérieure en vue latérale « Coupe sagittale »)

Légendes : (1) : longueur du vagin et de la vulve; (2) : longueur du pli
moyen dorsal ; (3) : Largeur du pli moyen dorsal.

[PINEDA et al; 1973]

Fornix  Portion vaginale du col

R T T g et L el il e o

Fornix ——=

B = T ——

Fig. 1.11: Représentation schématique d’'une coupe longitudinale
médiane du canal cervical (A : Chez de nombreuses espéces ;
B : chez la chienne).

[FELDMAN et NELSON 1996].
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Le vagin offre chez la chienne une orientation particuliére consistant dans
le fait que sa portion terminale (du c6té de la vulve) est pratiquement verticale sur
le tiers environ de sa longueur. Puis il fait une sorte de coude pour devenir
horizontal sur ses deux tiers antérieurs. La conséquence de cette particularité est
que pour lintroduction d'un instrument (écouvillon vaginal ou sonde
d’'insémination) il faut d’abord rentrer celui-ci verticalement puis apres un certain

temps le faire basculer en position horizontale.

Au méme titre que la particularité d’orientation du vagin, il est aussi
important de noter I'existence sur son plancher (prés de la vulve) d’orifice urinaire
dit « méat urinaire » et également d’'une poche plus ou moins profonde suivant les
chiennes qui loge le clitoris appelée « fosse clitoridienne ». Ces éléments
d’anatomie sont importants a prendre en compte lorsque I'on veut introduire un
objet dans le vagin. En effet, si l'opérateur fait rentrer cet objet trop
horizontalement, il bute fréquemment dans la fosse clitoridienne, et I'objet ne peut
plus progresser. Plus rarement, il risque, lorsque I'instrument introduit est fin, de

pénétrer dans le méat urinaire et donc dans la vessie au lieu de suivre le vagin.

Aspect histologique du vagin

La paroi vaginale se compose histologiquement de trois couches, a savoir

- Une muqueuse : composée d’un épithélium pavimenteux stratifié qui se
kératinise et se desquame au cours du cycle ; et d’'un chorion de tissu

conjonctif dépourvu de glandes.

- Une musculeuse: composée de fibres musculaires lisses circulaires et

longitudinales jointes a un tissu conjonctif et des fibres élastiques.

- Un adventice : Constitué d’un tissu conjonctif dense joint a des fibres

elastiques.

Le phénoméne de kératinisation concernant I'épithélium de la muqueuse
vaginale est le reflet du profil ostrogénique sérique, a telle enseigne qu’'un examen
cytologique vaginal (ECV) pratiqué par le biais de frottis vaginaux (dans le cadre
d’un suivi du cycle), renseigne assez bien sur le moment du cycle sexuel et I'état

hormonal de I'animal.



34

1.1.5. La vulve
La vulve de la chienne est un canal membraneux de forme triangulaire

disposée en position caudo-ventrale par rapport a I'arcade ischiale. Il s’agit d’'une
partie commune des deux appareils urinaire et geénital les faisant communiquer

avec l'extérieur.

La vulve petite de taille lors de la période de repos sexuel devient
turgescente et volumineuse pendant les chaleurs. Chez certaines chiennes,
particulierement les femelles reproductrices qui ont déja fait plusieurs cycles
gestants, la vulve reste volumineuse tout au long de I'année mais reste molle en

dehors des chaleurs.

Cet organe génital copulateur se divise chez la chienne en un orifice
extérieur ou ouverture vulvaire (vulve proprement dite) et un vestibule vaginal

formé par le conduit vulvaire qui est I'équivalent de I'urétre pelvien du male [16].

La vulve proprement dite se compose des lévres vulvaires (pudendal

labia) d’une fente vulvaire (Rima pudenda) et d’un clitoris.

Les deux Iévres vulvaires, (droite et gauche), sont plus ou moins épaisses.
Elles sont constituées de tissu conjonctif et adipeux, d’'un muscle lisse et d’'un
muscle strié constricteur de la vulve (Constrictor vulvae) et recouvertes d’'une
peau riche en glandes sébacées. Les deux lignes de fusion de ces lévres
vulvaires sont représentées par les deux commissures labiales, ventrale et
dorsale. La commissure dorsale (supérieure) est séparée de I'anus par le périnée

et la commissure ventrale (inférieure) loge le clitoris.

Le clitoris est organe sensitif et érectile qui représente le pénis du male et
comporte une partie fixe et une partie libre. La partie fixe est attachée sur I'arcade
ischiale par le biais de deux racines « piliers » constituées chacune d’'un noyau de
tissu érectile enroulé de tissu fibreux et recouvert ventralement d’'un petit muscle
ischiocaverneux. La partie libre du clitoris est étroitement encapuchonnée dans

une petite cavité muqueuse au niveau de la commissure inférieure.

La fosse clitoridienne est une extension caudale du clitoris, localisée a la

commissure labiale ventrale et visible a 'écartement de la fente vulvaire.
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Fig 1.12,: Régions topographiques du Pelvis et des organes génitaux
externes. (Vue caudale de la région périnéale d'une chienne en oestrus)
[DONE SH, GOODY PC, EVANS SA, STICKLAND NC.; 1996]
LEGENDE:
(1):Anus (2): Vulve : Commissure dorsale (3):Rima pudendi (4) Levre
(cedéme vulvaire) (5): Ecoulement sanguinolent dans la commissure labiale
ventrale.

Fig 1.12,, : Régions topographiques du Pelvis et des organes génitaux
externes. (Vue caudale de la région périnéale d'une chienne au repos
sexuel)

[DONE SH, GOODY PC, EVANS SA, STICKLAND NC.; 1996]

LEGENDE:

(1):Anus (2): Vestibule (3):Vulve (4) Région caudale (5): Région glutéale
(6):Fosse ischéorectale (7):Région périnéale: Région anale et Région
urogénitale (8):Région fémorale.

Dans la vulve débouche le canal de l'uretre. Ce dernier est coiffé d’une
valvule implantée sur la paroi postérieure du canal et a bord libre dirigé en haut et

en arriére que I'on doit éviter lors du cathétérisme de la vessie.

Le vestibule est une chambre urogénitale commune, s’étendant de la

fente vulvaire au vagin. Il se constitue des éléments suivants :
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- une paroi vestibulaire constituée d’'un muscle strié constricteur du vestibule dit

(Constrictor vestibuli) ;
- des glandes vestibulaires mineures ;

- et des bulbes vestibulaires bilatéraux reliés par un isthme ventral. Ces bulbes
sont des masses de tissu érectile qui représentent les bulbes érectiles du pénis

chez le male.

Les muscles constricteur du vestibule (Constrictor vestibuli) et constricteur
de la vulve (Constrictor vulvae) sont deux muscles striés qui encerclent bien le
vestibule et la vulve et assurent pendant la copulation, la constriction des veines
péniennes renforgant ainsi I'érection de 'organe male. Ces structures érectiles et

musculaires agissent en sphincter de la partie terminale du canal génital.

1.1.6. Les mamelles

Les mamelles sont réparties du pubis au thorax sur deux chaines
paralléles, séparées par un large sillon médian. En moyenne une chienne
posséde 5 paires de mamelles dont deux (02) pectorales, deux (02) abdominales
et une (01) inguinale. Chaque glande mammaire a la forme d’'un cbéne court et
obtus, avec en général la paire inguinale plus développée que les autres. Les
mamelles sont identifiables de I'extérieur par la présence de tétines dont chacune

est perforée de huit (08) a vingt (20) orifices microscopiques [19].

1.2. Rappels et particularités de la cyclicité chez la chienne

La chienne se range parmi les femelles a fonctionnement sexuel

intermittent. La plupart des races canines manifestent des chaleurs deux fois I'an
et chacune de ces deux périodes ne comprend qu’un seul cycle sexuel, la chienne

est de ce fait dite mono-cestrienne.

La maturité sexuelle varie considérablement suivant les races et a
I'intérieur d’'une race suivant les individus et les méthodes d’entretien ; elle se situe
normalement entre six (06) et douze (12) mois et plus généralement deux (02) a
trois (03) mois aprés que I'animal ait atteint 'dge adulte. Comme les petites races
atteignent ce poids plus rapidement que les grandes races, leur puberté est plus

précoce [10].
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Le cycle sexuel ou cestral de la chienne se divise comme toute femelle
mammifére en quatre phases correspondant aux différentes phases d’activité de
I'ovaire (Heape W ; 1900) a savoir le pro-cestrus, I'cestrus, le métcestrus et le di-
cestrus. Ces deux derniéres phases sont souvent confondues chez la chienne
sous le méme nom de métcestrus. La période ancestrale ou l'ancestrus
correspond au repos de I'appareil génital, elle est particulierement longue chez la
chienne et s’étend depuis la récession du corps jaune jusqu’a I'apparition du cycle

suivant.

La chienne se différencie surtout des autres femelles domestiques par le
fait que les diverses phases de son cycle cestral sont de beaucoup plus longue
durée, que le cycle peut étre coupé par une période de gestation ou de pseudo-
gestation de deux mois et qu’il ne parait pas intervenir de facteur lutéolytique pour

mettre fin a I'activité du corps jaune quand il n’y a pas de fécondation.

Ces diverses périodes du cycle sexuel sont concomitantes des variations
hormonales plasmatiques hypophyso-ovariennes dont le déroulement est
superposable a celui observé dans les autres espéces: teneur élevée des
cestrogénes lors du pro-cestrus et de I'cestrus, suivie des pics de FSH et de LH de
plus longue durée que dans les autres espéces et finalement de I'élévation du
taux progestéronique déja au cours de la phase cestrale puis au cours de la phase
lutéale. Cependant, un fait remarquable est a souligner chez la chienne, la
production de progestérone par le follicule commence déja au cours de la phase
cestrale, il semble en effet que des cellules folliculaires commencent a se
lutéiniser bien avant que les follicules ne se soient rompus. Il s’agit du phénoméne

de lutéinisation pré-ovulatoire.

A ce climat hormonal correspondent diverses modifications
morphologiques et histologiques des organes génitaux dont certaines peuvent étre
mises a profit pour préciser I'état fonctionnel de 'appareil génital et sa période (Cf
§ 2.2.3). Tous ces aspects et ces modifications cités succinctement ci-haut, seront
étudiés de maniére plus élaborée dans le prochain chapitre de cette revue de la

littérature.
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CHAPITRE 2
ETUDE ET SUIVI DU CYCLE CESTRAL

2.1. Introduction

Chez la chienne comme chez tous les mammiferes, I'appareil génital
femelle présente, au cours et pendant toute la période d’activité génitale des
modifications morphologiques et physiologiques se produisant toujours dans le
méme ordre et revenant a intervalles périodiques suivant un rythme bien défini
[10].

Ainsi, chez la chienne pubére, les follicules ovariens préformés a la
naissance, croissent, subissent une maturation et se rompent périodiquement
pour étre remplacés par le corps jaune, organe a seécrétion interne. Entre la
maturation folliculaire et la phase lutéale se situe l'ovulation qui est de type

spontané chez la chienne.

Ces modifications décrites trés brievement ci-haut sont connues sous le
nom de cycle cestral ou estrien et commencent de la puberté pour se poursuivre

tout au long de la vie génitale.

Dans ce grand chapitre, nous allons d'abord étudier, d'une maniére assez
élaborée, les différentes modifications du cycle cestral puis les différentes
méthodes de suivi des chaleurs a commencer par celles qui se basent
conventionnellement sur des critéres subjectifs et parfois erronés jusqu'a arriver

aux méthodes fondées sur les marqueurs objectifs du cycle.

2.2. Etude du cycle cestral

2.2.1. Classification du cycle cestral

Dés 1900, le Professeur en médecine W. HEAPE de I'Université de
Cambridge décrivit le cycle cestral chez les femelles mammiféres et le divisa en
quatre périodes a savoir le pro-cestrus, I'cestrus, le métcestrus et le di-aestrus [20].
Cette subdivision devint depuis une coutume en physiologie comparée, et est

parfois désignée sous le nom de classification de HEAPE.
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HEAPE avait défini le di-cestrus d’autres espéces animales comme étant
la phase du cycle cestral qui est immédiatement suivie par le pro-cestrus. D’aprés
cette définition, le di-cestrus ne se manifeste pas chez la chienne dont la phase

lutéale était suivie de I'ancestrus et non du pro-cestrus [20].

Ainsi, chez la chienne, il est de coutume dans la littérature, de confondre
le métcestrus et le di-cestrus en une seule phase du cycle pour ne parler que de
meétcestrus. Cependant, il est dans la littérature, des auteurs qui dénomment cette

période lutéale du cycle chez la chienne : di-cestrus [22].

L’ancestrus étant une période de repos sexuel qui s’étend depuis la

récession du corps jaune jusqu'au cycle prochain.

Selon 'ancienne classification, le cycle cestral de la chienne se subdivise
donc en quatre phases a savoir pro-cestrus, cestrus, meétcestrus (di-cestrus) et

anaestrus; pour la suite de notre travail, nous adopterons cette classification.

Cependant, un nouveau systéme de classification du cycle cestral a été
introduit qui est dit beaucoup plus approprié que I'ancien systéme car ayant pour
critére la fonction ovarienne contrairement au premier basé beaucoup plus sur un

critére de comportement [06].

Cette nouvelle classification divise le cycle en quatre phases a savoir :
phase folliculaire, phase de lutéinisation pré-ovulatoire et ovulation, phase
lutéale et finalement phase ancestrale [06].

2.2.2. Description des différentes phases du cycle cestral

2.2.2.1. Proestrus

Période de maturation folliculaire (phase folliculinique), sa durée moyenne
chez la chienne est de 09 jours. Les intervalles de variation de cette durée
rapportés dans la littérature sont divers selon les auteurs, les plus récentes
publications de synthése rapportent un intervalle de 3 a 17 jours [23], [22], [06] et
de 4 a 14 jours [10].
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2.2.2.2. CEstrus

Période de maturité folliculaire suivie de l'ovulation. Sa durée moyenne
chez la chienne est également de 09 jours. Elle varie de 3 a 21 jours [23], [22],
[05], [06] et [24].

L’ensemble des deux premieres phases (pro-cestrus + cestrus) définit la
période communément appelée période de chaleurs. Sa durée est d’environ 18 a
21 jours, bien que les durées du pro-cestrus et de 'cestrus varient généralement

en sens inverse de sorte que si I'un est court I'autre est allongé [10].

2.2.2.3. Métoestrus (Di-cestrus)

Phase lutéale du cycle, correspondant a la formation et au fonctionnement
du corps jaune. La durée moyenne de cette phase est environ 70 jours [05], [06] et
de 60 jours que la chienne soit ou pas gestante [23]. En dehors du cas de

gestation, le métoestrus peut varier de 50 a 80 jours [10].

2.2.2.4. Ancestrus

Période de repos sexuel qui s’étend depuis la récession du corps jaune
jusqu'au cycle prochain. Cette phase est particulierement longue chez la chienne,
elle varie de 90 a 150 jours, soit de 3 a 5 mois [23] et de 2 a 5 mois avec en
moyenne 3 mois [10] et de 2 & 6 mois sans aucune conséquence sur la fertilité

[12]. Cet intervalle peut aller de 2 a 10 mois avec une moyenne de 5 mois [05].

L’ensemble des deux derniéres phases (métcestrus + ancestrus) définit

une période communément appelée intercestrus (intervalle intercestral).

L’intercestrus a une durée allant de 150 a 210 jours, soit de 5 a 7 mois
[23]. Une moyenne de 7 mois pour un intervalle de variation allant de 4 a 12 mois
a été rapportée par BUTINAR J. MUJAGIC E, GALAC S. [06], et de 3 a 12 mois
par FONTBONNE A [12].

Si la durée de l'intercestrus admet une grande variabilité physiologique
tenant a divers facteur d’influence dans I'espéce canine, sa régularité individuelle
n’en admet pas autant. Un intercestrus trés variable d’'un cycle a un autre chez la

méme femelle traduit souvent un trouble de reproduction [12].
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Canine Estrous “Cycle”

Interestus =
e —»
(diestrus + anestrus)

Interestus =

]
T
“Heat™

(diestrus + anestrus)

60 day diestrus/pregnancy
60 day diestru/pregnancy

90-150 day anestrus
90-150 day anestrus

Fig 2.1 : Représentation schématique des quatre phases du cycle cestral
chez la chienne (Pro-cestrus, cestrus, metoestrus (dioestrus) et ancestrus).
[EILTS BE; 2007a]

2.2.3. Modifications observées au cours du cycle

Dans notre revue de la littérature relative a I'étude du cycle cestral chez la
chienne, nous avons opté pour I'approche qui divise les phénomenes observées
au cours du cycle en quatre catégories en l'occurrence, les modifications
comportementales, cliniques, histo-physiologiques et finalement hormonales.
Chaque catégorie de phénoménes sera étudiée a travers les quatre phases du

cycle suivant la classification de W. HEAPE.

2.2.3.1. Modifications comportementales

2.2.3.1.1. Proestrus

Pendant cette premiére phase du cycle cestral, le comportement sexuel
est caractérisé par l'attrait et le refus du male. La chienne attire les males grace
aux phéromones secrétés dans ses urines et ses secrétions utéro-vaginales sous
I'effet des cestrogénes qui dominent le climat hormonal de cette phase du cycle.
Cependant, en dépit de cet attrait actif, le comportement de la chienne demeure
marqué par un refus de l'accouplement, elle manifeste méme de l'hostilité a

I'égard des males qui la poursuivent [10].
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2.2.3.1.2. CEstrus

Pendant la phase d’cestrus, le comportement sexuel est caractérisé par
I'attrait et I'acceptation du male. La chienne s’approche du male, dévie
latéralement la queue et lui présente la région vulvaire. Elle accepte le coit en
s’immobilisant pendant la saillie [10]. Ce changement de comportement en faveur
d’'une acceptation de l'accouplement est le reflet d’'un changement du profil
hormonal en faveur d'une chute des oestrogénes et une montée de la

progestérone.

2.2.3.1.3. Métoestrus

Le métcestrus comportemental, débute le jour ou la chienne cesse
subitement d’accepter le male aprés l'cestrus. Certaines femelles peuvent

demeurer réceptives aux males pendant le début du métoestrus [22].

En plus de ce refus, la femelle peut manifester un excés d’agressivite,

mais elle revient généralement peu a peu a son calme [12].

2.2.3.1.4. Ancestrus

Pendant I'ancestrus, la chienne ne manifeste plus de comportement
sexuel. Elle ne montre ni suscite aucun intérét sexuel a I'égard du male. Elle
retrouve son comportement de nature sociale loin de l'influence des hormones

sexuelles [22].

2.2.3.2. Modifications cliniques

2.2.3.2.1. Proestrus

Les signes cliniques du proestrus sont dominés par une tuméfaction
cedémateuse de la vulve et du périnée « cedéme vulvaire » qui va en
s’intensifiant jusqu’a l'cestrus. A ce signe s’ajoute des émissions se sang a la
commissure inférieure de la vulve provenant de la diapédése des érythrocytes a
travers les vaisseaux utérins sous l'effet des ocestrogénes « écoulement
vulvaire séro-sanguinolent». Le vagin est fortement congestionné et montre a

I'inspection de profonds replis [10].
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En plus de ces signes majeurs, la chienne perd de son appétit, devient
inquiéte, excitable et facilement désobéissante. Elle boit d’avantage et urine

fréquemment.

2.2.3.2.2. CEstrus

Pendant I'cestrus, 'cedéme vulvaire atteint son maximum, la muqueuse

vaginale devient rose pale et ses replis s’affaissent.

L’écoulement sanguin diminue puis cesse, il sera remplacé par un
écoulement peu abondant, jaunatre et un peu muqueux. Toutefois, chez certaines
chiennes ou dans certaines races principalement, I'écoulement de sang se

prolonge tout au long des chaleurs « pro-cestrus et cestrus » [12].

L’attouchement de la région périnéale provoque l'extension du rachis, la
déviation de la queue vers le coté opposé au stimulus et I'ouverture des lévres
vulvaires. On dit que le « reflexe d’Amantéa » ou le signe d’Amantéa est positif.
La chienne adopte également une attitude réflexe dite de Lordose « attitude de

lordose » qui lui permet de se maintenir pendant le chevauchement [22].

2.2.3.2.3. Métoestrus

Pendent le métcestrus, I'cedéme vulvaire disparait et la muqueuse
vaginale reprend son aspect lisse et sa coloration pale. Les écoulements vulvaires
sont en général taris, cependant, certaines chiennes, peuvent présenter aprés les
chaleurs et pendant quatre a cinq jours, une réapparition de pertes sanguines a la
vulve. Celles-ci sont en général foncées et plus ou moins glaireuses, filantes et

nauséabondes. Elles correspondent a la période de menstruation chez les

Primates.

2.2.3.2.4. Ancestrus

Pendant cette période de repos, I'appareil génital externe de la chienne ne
montre aucun signe cliniquement décelable. La vulve redevient petite et peu

dilatée et les mamelles retrouvent leurs dimensions initiales.
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2.2.3.3. Modifications histo-physiologiqgues

Les modifications histo-physiologiques pendant les différentes phases du
cycle concerneront dans cet ordre les ovaires, l'oviducte, I'utérus, I'épithélium

vaginal et finalement les mamelles.

Fig 2.2: Epithélium pavimenteux non kératinisé pluristratifié [d'aprés la
division d’histologie du département de médecine de l'université de
Fribourg]

LEGENDE:

1: lame basale, 2: cellule germinative, 3: cellule parabasale, 4: cellule
intermédiaire, 5: cellule superficielle.

2.2.3.3.1. Proestrus

Pendant le proestrus, les ovaires se tuméfient et deviennent cedémateux,
on note le mdrissement d’'un nombre de follicules en surface. Ces derniers
mesurant alors entre 1 et 1.5 mm de diamétre commencent leur croissance
terminale pour atteindre a la fin du pro-cestrus un diamétre de 1.5 a 5 mm alors

que la progestéronémie demeure inférieure a 1ng/mil.

Les femelles des canidés, a la différence des autres femelles domestiques
présentent une particularité spécifique, il s’agit d'un phénoméne que I'on appelle
« lutéinisation pré-ovulatoire du follicule cavitaire ». Cette réorganisation
complexe des cellules folliculaires en cellules lutéales s’effectue dés la phase de

pro-cestrus et se traduit par une synthése précoce de la progestérone [25], [26].
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L’oviducte est turgescent, trés congestionné, et son épithélium présente

des cellules hautes. Le pavillon des trompes devient plus volumineux [26].

L’'utérus est volumineux, turgescent et dur. Sa muqueuse, devenue
congestionnée et hémorragique, laisse s’échapper des hématies a travers
'endométre a l'origine de I'écoulement sanguin révélateur du pro-cestrus [26],
[15].

En début de pro-cestrus, la sécrétion d’cestrogénes par les follicules en
maturation induit une multiplication intense des cellules de I'épithélium vaginal,
ainsi que leur différenciation. Macroscopiquement, la muqueuse vaginale apparait

plus épaisse et cedémateuse.

A 'examen microscopique de I'épithélium vaginal apparaissent les cellules
intermédiaires. 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 » [27], [28].

Pendant cette premiére phase du cycle, on assiste au niveau des

mamelles a un développement du systeme excréteur de lait.

2.2.3.3.2. CEstrus

Pendant la période d’cestrus, plusieurs follicules ovariens atteignent la
maturité. Leur diamétre augmente pour atteindre la taille pré-ovulatoire, soit en

moyenne 5 a 7mm [15], [27].

L’ovulation de tous les follicules n’est pas un processus synchrone et ce
phénomeéne peut durer pendant 36h [27]. En plus, malgré I'existence d’'un pic de
LH déclenchant l'ovulation, I'ovocyte est expulsé de son follicule a un stade
diploide encore immature, le stade vésicule germinative (VG); il compléte sa

maturation dans 'oviducte, durant 48 a 72h [29].
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Les oviductes sont tuméfiés et I'hypertrophie est a son maximum.
L’épithélium présente des cellules cylindriques ciliées et des cellules glandulaires,

dont la pleine activité est observée dés le début des ovulations [26], [15].

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

eécoulements utérins devenus de couleur jaune paille [26], [15].

En fin de proestrus, 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 2.2). On parle alors de cellules kératinisées ou de « squames », qui sont

en fait un stade ultime de différenciation des cellules superficielles.

2.2.3.3.3. Metoestrus

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 hétérogene [27].

La phase lutéale de la chienne gestante est similaire a celle de la chienne
non fécondée car le corps jaune a une durée de vie particuliérement longue, qui

est indépendante du devenir de I'ovocyte [25]

Le corps jaune représente la source unique de progestérone pendant
toute la gestation (absence de relais placentaire), et curieusement il reste
fonctionnel, malgré de tres légéres différences, chez la chienne non gestante [25]
[28].

Contrairement aux ruminants, porcs et chevaux, chez la chienne les
facteurs lutéotropes (la prolactine et indirectement la LH) sont uniquement des

hormones antéhypophysaires d’origine maternelle. Le placenta ne secréte pas



47

d’hormone gonadotrope et la présence de 'embryon dans I'utérus ne modifie pas

la sécrétion progestéronique ovarienne [26], [15].

La trompe utérine subit une involution tubaire progressive et une

diminution de l'activité ciliaire, glandulaire et musculaire. [15].

L’'utérus présente un endomeétre 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 [26].

Pendant la phase métoestrale du cycle et aprés vingt quatre heures du
dernier jour d’acceptation du coit, I'épithélium vaginal se dédifférencie et son
eépaisseur diminue. L’activité de régénération de I'épithélium est marquée par la
présence de nombreuses cellules inflammatoires, au premier rang desquelles

figurent des polynucléaires neutrophiles, caractéristiques de cette phase [12], [26].

Chez les femelles gestantes et pseudo gestantes, le développement

mammaire, intéresse essentiellement le systéme sécréteur des acini.

2.2.3.3.4. Ancestrus

Les follicules primordiaux qui sont restés longtemps quiescents entament
leur croissance pendant I'ancestrus. lls 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 a antrum
estde 0.5 a 1mm [30], [15].

La trompe utérine retrouve ses dimensions initiales, son épithélium est

plat non cilié et non pourvu de glandes sécrétoires [15].

L’involution utérine dure deux mois, au bout desquels la paroi utérine
s’amincit et devient flasque. Le chorion ne contient que trés peu d’invaginations
glandiformes [31], [30], [15].

L’épithélium vaginal au repos est constitué de deux ou trois couches de

petites cellules basales et parabasales [15].
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2.2.3.4. Modifications hormonales

2.2.3.4.1. Proestrus

A la fin de l'ancestrus, on assiste a une reprise de l'activité sexuelle en
raison d'une augmentation de la fréquence des pulses de libération de 'hormone
hypothalamique GnRH (Gonadotrophin Releasing Hormone), responsable de
'activation de I'axe hypothalamo-hypophysaire et de la synthése des
gonadotrophines hypophysaires, en particulier I’'hnormone folliculo-stimulante (FSH)
qui induit la croissance des follicules ovariens et le retour en chaleurs de la
femelle [32], [33].

On connait depuis longtemps que la croissance des follicules ovariens
s’accompagne d’une sécrétion accrue d’cestrogenes, notamment de 17 R-
cestradiol, pour aboutir a un pic de sécrétion en fin de pro-cestrus [34]. 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 donnant lieu a des pics et des creux de sécrétion au
cours d’'une méme journée. Il est de ce fait difficile d’apprécier la qualité de la

maturation folliculaire grace a un seul dosage d’cestradiol [35].

Les taux sanguins de LH (Luteinising Hormone) restent a un niveau basal
pendant la plus grande partie du pro-cestrus, pour atteindre un taux maximal entre
10 et 22ng/ml environ 12 a 24 heures aprés le pic d’cestradiol. Ce pic pré
ovulatoire de LH s’étale sur une période relativement longue de 24 a 96 heures
[22]; il est souvent considéré comme un repére temporel pour la datation des
événements du cycle, en raison de son role dans le déclenchement de I'ovulation
et de sa concomitance avec 'augmentation du taux de progestérone. En effet,
I'imminence de ce pic est pratiquement estimable grace a des mesures répétées

de la progestéronémie [23].

La progestéronémie reste basse avant et au début du pro-cestrus. Son
taux sérique s’éleve apres le pic de sécrétion d’cestradiol, concomitant ainsi avec
la chute rapide du taux d’cestradiol, pour atteindre une concentration de 3ng/ml au

moment du pic de LH [36].
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contréle de la reproduction chez la chienne [ENGLAND G; 2004]
Les fléches rouges indiquent I'action des molécules exogénes chez la chienne.
(+): stimulation
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Les taux sanguins de I'hormone folliculostimulante (FSH) sont au plus bas
a la fin du pro-cestrus. Le pic de sécrétion de la FSH se produit en méme temps
que celui de la LH [23].

2.2.3.4.2. CEstrus

Le comportement réceptif caractéristique de I'cestrus apparait en général
dés le pic de LH, c'est-a-dire aprés que le taux sanguin du 17 R-cestradiol diminue
et que la progestéronémie augmente suite au phénoméne particulier de

lutéinisation pré ovulatoire des follicules ovariens [22].

Ainsi, on considére que la poussé pré ovulatoire de la LH se produit le

premier jour de I'cestrus, elle est due au rétrocontrdle positif exercé par I'cestradiol
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sur I'hypophyse. L’ovulation survient environ 30 a 48h plus tard. La fin de I'cestrus

comportemental survient 6 a 10 jours apres le pic de LH [06]

Chez toutes les chiennes, quelle que soit leur race, on considére que

'ovulation s’est produite lorsque le taux circulant de progestérone dépasse 4 a

10ng/ml (Cf Tableau 3.1). Les variations raciales ou individuelles du taux de

progestérone au moment de I'ovulation restent toutefois mal connues [22].

Tableau2.1: Progestéronémie et ovulation chez la chienne [PRELAUD P, ROSENBERG

D, FORNEL P DE.; 2002].

Jour de la période

Progestéronémie (nmol/L)

Progestéronémie (ng/ml)

ovulatoire

Pic de LH 3-6 1-2
Picde LH + 1] 6-12 2-4
PicdeLH+2j= 12 - 30 4-10

Ovulation

Pendant la période optimale de fécondabilité, le niveau de sécrétion de la

progestérone varie assez largement. Il oscille entre 14ng/ml et 40ng/ml [25].
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2.2.3.4.3. Metoestrus

La progestéronémie continue a augmenter pour atteindre un taux maximal
de 15 a 80ng/ml entre 15 a 25 jours aprés le pic de LH. Elle amorce ensuite une
décroissance progressive qui se poursuit pendant 5 a 6 semaines. Les profils de
la progestérone sont trés rapprochés pour les chiennes gravides et pour les
chiennes non accouplées [37], ainsi que pour celles qui ont été hystéréctomisées.
Il est donc peu probable que l'utérus joue un rdle essentiel dans le maintien ou la
régression du corps jaune. La LH et la prolactine semblent, par contre,
nécessaires a un fonctionnement lutéal normal puisque la progestéronémie

décroit chez les chiennes hypophyséctomisées [10]
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, Iégérement a diminuer, pour
chuter a 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 @ augmenter le nombre de récepteurs a I'ocytocine dans le
myometre [38], [39].

Il n'existe 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 ou elle est pratiquée. Toutefois, le placenta de la chienne
produit une hormone spécifique « la relaxine » dont le taux devient détectable 19
a 28 jours apres le pic de LH, ce qui permet désormais d’établir en routine un

diagnostic de gestation [12], [40].

Sous l'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 a la non

e e
gestante) entre le 30 et le 35 jour aprés le pic de LH. L’'antagonisme de sa

sécrétion par l'administration de meédicaments anti-prolactinémiants induit un
avortement. La prolactinémie présente un pic au moment du part et reste élevée

pendant toute la période de lactation [40].

Chez la chienne non gestante :
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Malgré de trés légéres différences, la courbe de sécrétion de la
progestérone en métcestrus chez la chienne non gestante est similaire a 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 ’hormone peut
étre dosée dans la circulation sanguine jusqu’a plus de 70jours apres le pic de LH
[23].

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 avéree [41].

2.2.3.4.4. Ancestrus

Bien que depuis de nombreuses années on parle de I'ancestrus comme
de la phase de quiescence du cycle reproducteur de la chienne, des travaux
donnent a penser que ni les ovaires ni '’hypophyse ne sont inactifs pendant cette
période. [40], [06].

En effet, '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 [40].

Le taux sanguin du 17 3-cestradiol reste souvent élevé pendant plusieurs
jours durant I'ancestrus, mais décroit généralement quelques jours avant le début
du pro-cestrus. Cette décroissance semble coincider avec 'augmentation de taux

de la LH (de 10 a 15 jours avant son pic pré ovulatoire) [40].

Pendant la phase Iutéale, la progestéronémie élevée inhibe toute
sécrétion importante de GnRH. Lorsque la progestéronémie baisse en fin de

métoestrus, l'inhibition est levée et une reprise folliculaire peut démarrer [42].

La prolactinémie évolue suivant un rythme circannuel, elle semble étre
'une des hormones qui intervient dans la durée de I'ancestrus. L’utilisation de
médicaments anti-prolactinémiants permet ainsi d’induire des chaleurs lors

d’ancestrus prolongé [25], [43].
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Tableau2.2: Variations qualitatives de la progestéronémie et de I'cestradiolémie pendant
le cycle sexuel de la chienne [PRELAUD P, ROSENBERG D, FORNEL P DE.; 2002].

PHASE DU CYCLE PRO-CESTRUS CESTRUS METOESTRUS ANCESTRUS
Durée moyenne 6-11] 5-10]j 50-60] Variable
Progestéronémie Légére Augmentation | Plateau puis Basse
augmentation décroissance
lente
Oestradiolémie Augmentation Diminution Basse + légere
puis pic augmentation

2.3. SUIVI DU CYCLE CESTRAL

L’objet du suivi de cycle est la détermination de la période de fécondabilité

optimale, pendant laquelle la saillie ou I'insémination sera fécondante.

Des critéres plus ou moins subjectifs ont toujours servi pour repérer la
période optimale de fécondabilité. Ces criteres peu fiables, induisaient trés
souvent I'éleveur ou le propriétaire en erreur, pour cette raison d’autres méthodes

ou techniques plus objectives ont été développées.

2.3.1. Critéres subijectifs de suivi

Divers criteres servent de repére pour la détermination de la période
optimale de fécondabilité, mais comme ces criteres étaient retenus
subjectivement, les résultats obtenus étaient aléatoires, car ils n’étaient pas

conduits de maniére scientifique.

2.3.1.1. Nombre de jours de chaleur :

Les éleveurs canins n'appliquant aucun suivi médicalisé des chaleurs,
programment communément leurs saillies en comptant le nombre de jours depuis
le début de I'écoulement vulvaire sanguinolent. lls croient que leurs chiennes sont
prétes aprés un nombre de jours bien déterminé. En moyenne le 12¢ jour des
chaleurs, ce qui conduit a saillir entre le 14¢ et le 16e jour. Ce critére, bien que

largement utilisé est en fait trés imparfait.

Beaucoup d’études 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 5e jour des chaleurs, et

d’autres plus tardives ovulent vers le 30e jour des chaleurs [12].
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L’ovulation peut se produire physiologiquement jusqu’au 30e jour depuis le
début du pro-cestrus. Cela est bien connu dans certaines races de chiennes (les

Lévriers) et doit étre pris en considération.

En plus, il a été démontré que l'ovulation se produit a un moment trés
variable non seulement d’'une chienne a l'autre, mais également d'un cycle a
I'autre chez la méme chienne. Ainsi une chienne qui ovule le 10e jour des chaleurs

pour un cycle, n'ovule que trés rarement au méme jour le cycle suivant.

Donc saillir entre le 14e et le 16e 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 [12], [22], [23].

2.3.1.2. Acceptation du méle par la chienne :

Ce critére est de loin, parmi les criteres subjectifs, le moins fiable. En effet,
si pour certaines espéces domestiques, le début du comportement d’cestrus peut
servir pour la détermination 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. Donc, le fait que la chienne accepte
'accouplement ne signifie pas forcément qu’elle est en période optimale de
fécondabilité. Ce critére souffre d'une grande variabilité le rendant trés subjectif
[12].

2.3.1.3. Acceptation de la chienne par le méle :

Il s'agit de tester la chienne en la plagant en présence d’un male
expérimenté, qui n‘accepte de chevaucher que les chiennes prétes. Ce critére
bien que relativement fiable pour les males expérimentés, ne peut constituer un
critere stable pour tous les chiens de I'élevage et demeure de ce fait subjectif. De
plus, l'utilisation de ce male pour tester une chienne peut conduire a des

mésalliances avec le mauvais étalon [12].

2.3.1.4. Aspect des écoulements vulvaires :

Pendant la période de I'cestrus les pertes vulvaires s’éclaircissent et se

raréfient en général. Donc, I'aspect des écoulements vulvaire peut étre utilisé chez
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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 [15].

2.3.2. Marqueurs objectifs de suivi

Afin d’assurer un suivi plus objectif des chaleurs, différentes méthodes
sont apparues, comme la mesure de la résistivité du mucus vaginal, I'examen par
endoscopie des parois du vagin, la cytologie vaginale, le dosage hormonal et plus

récemment I'échographie ovarienne.

2.3.2.1. Résistivité du mucus

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 a peu prés au moment du pic de LH, et diminue par la suite.

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 'ovulation) qui nécessite un matériel approprié, et qui peut

jouer le réle de vecteur pour certaines maladies vénériennes [12], [15].

2.3.2.2. Endoscopie

L’endoscopie vaginale (ou vaginoscopie) est '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 l'intérieur des fibres optiques qui permettent de transmettre les images
de l'organe sur un écran. La visualisation directe de la muqueuse vaginale sans
agrandissement, en utilisant un rectoscope pédiatrique est également possible.
L’examen dure en moyenne 2mn. Il 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.
L’endoscopie vaginale permet de mettre en évidence ces changements par
I'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. La période fécondable est estimée en
moyenne 4 jours aprés le début d’amincissement de la muqueuse vaginale [44],
[30].

(e)

Fig 2.6 : Aspects endoscopiques de la muqueuse vaginale au
cours des différentes phases du cycle cestral.
[JEFFCOATE I; 2004]

LEGENDE:

(a): Preestrus: Noter le liquide rosatre et les plis brillants et cedématiés
(b): Début d'cestrus: Couleur pale et début de froncement de la
muqueuse. Ce stade précéde tout juste le pic de LH.

(c): Mi-cestrus: couleur pale crémeuse et un profil plissé et anguleux de
la muqueuse. Cet aspect correspond au milieu de la période fertile.

(d): Metoestrus précoce: Les plis muqueux sont arrondis avec des
plaques péles. Cet aspect rappelle parfois une rosette comme dans la
derniére photographie (e).

2.3.2.3. L’examen cytologique vaginal (Frottis vaginal)

Les cellules de I'épithélium vaginal, sous l'influence des cestrogénes, se
modifient de fagon périodique au cours du cycle cestral [10]. Le frottis vaginal est

'examen qui permet de recueillir un échantillon représentatif de ces cellules.

2.3.2.3.1. Principe 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. Par

suite des divisions des cellules de la couche basale sous I'action de I'cestradiol,
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cette muqueuse s’épaissit. Puis les assises superficielles se kératinisent. Sous
I'influence de la progestérone, les divisions cessent, les cellules kératinisées
desquament, les polynucléaires envahissent la lumiére vaginale et les détruisent
[45].

L’examen cytologique vaginal permet de recueillir les cellules épithéliales

de surface ainsi que les cellules présentent dans la lumiére du vagin.

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

Le prélévement

Le prélevement 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. [45], [46].

L'écouvillonnage est simple a réaliser; néanmoins certaines précautions
doivent étre respectées pour éviter de biaiser l'interprétation du frottis. Les deux
levres vulvaires sont écartées 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 I'eau distillée ou de I'eau du
robinet qui pourrait altérer les cellules. L'intérét est d'éviter que le coton non
humidifié ne collecte du mucus, ce qui peut géner I'étalement du prélevement [45],
[44].

Le tiers postérieur du vagin est presque vertical chez la chienne. Au
départ, I'écouvillon est donc introduit presque verticalement sur la partie dorsale
du vestibule afin d’éviter tout traumatisme du méat urinaire. Il est ensuite basculé
horizontalement et introduit délicatement le plus profondément possible (Cf Fig
2.7). 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 [47], [44].
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Fig 2.7 : Technique d’écouvillonnage chez la chienne
[EILTS BE; 2007] [BOWEN; 2000]

L’étalement

L’étalement sur une lame de microscope a pour but de transférer un
matériel représentatif du prélevement et non 'ensemble de ce dernier. Il doit étre
effectué immédiatement pour ne pas se dessécher et I'’écouvillon doit étre roulé

sur une lame propre sans frottement pour ne pas détériorer les cellules [47], [48].

Fig 2.8 : Techniques d’étalement d'un frottis vaginal
[EILTS BE; 2007] [BOWEN; 2000]
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La fixation

Pour conserver durablement le prélévement, il faut toujours procéder a
une fixation qui empéche l'autolyse des cellules séparées de I'organisme vivant.
Elle doit étre réalisée immédiatement apres I'étalement, alors que I'écouvillon est
encore humide. L’asséchement peut provoquer une distorsion des cellules [47],
[48].

Une fixation simple consiste également a plonger la lame dans un bain de
fixateur, qui peut étre une solution de méthanol a 95%, ou un mélange d’alcool-

éther a 50 volume pendant cing minutes [47]

La coloration

Le choix de la coloration prend en compte sa facilité d’exécution et
I'obtention de résultats constants. Dans certains cas, la stabilité au stockage des

colorants peut étre un critére supplémentaire.

La coloration au bleu de méthyléne :

Le bleu de méthyléne extemporané n’est presque plus utilisé a I'heure
actuelle. Il permet une coloration unichrome rapide et facile. Le frottis peut étre 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 [47].

La coloration de May-Griinwald-Giemsa (MGGQG) :

La coloration de MGG ou encore de Wright est une technique unichrome,
largement utilisée en clientéle vétérinaire, car les réactifs sont les mémes pour
colorer les frottis sanguins. Le MGG colore toutes les cellules vaginales quel que
soit leur degré de kératinisation en bleu-violet et leur appréciation se fait par les

critéres morphologiques.
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Il s'agit d'une méthode rapide, qui met en valeur surtout les noyaux et les
cellules sanguines et met en évidence les polynucléaires plus que les autres types

cellulaires, d'ou son utilisation lors de suspicion d’infection génitale [49], [47].

Des kits de coloration MGG modifiés, tel que le kit Diff-Quick®, ont été
congu pour un usage clinique courant. Bien que de qualité moindre par rapport
aux recettes de référence, les résultats obtenus constituent en clientéle un outil

diagnostique simple et rapide [49].

: i |
Fig 2.9 : Matériel pour coloration de May-Griinwald-Giemsa modifiée : Diff-Quick®
[ENGLAND G, CONCANNON PW.; 2002]
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Fig. 2.10 :_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
[ENGLAND G, CONCANNON PW.; 2002]

La coloration de Harris-Shorr:

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 [49].
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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 coloration : les cellules acidophiles deviennent rouge orange

alors que la kératinisation progresse [47].

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 cellules épithéliales vont se colorer en orange si on les laisse sécher avant de
les fixer [49].

Cette méthode demande plusieurs solutions, et sa mise en ceuvre est plus
longue que les autres (environ 15 minute), ce qui la rend moins pratique en

clientéle.

De nos jours, des kits de coloration Harris-Shorr simplifiés, tel que le kit
Diagnoestrus®, sont disponibles dans le commerce. Leur usage pratique et
economique favorise leur utilisation en cabinet vétérinaire. En effet, ils permettent
I'obtention de résultats, moins précis mais proche des résultats obtenus par le

protocole de référence.

Fig 2.11 : Matériel pour coloration d'Harris-Schorr. [PIERSON P et al.; 1999]
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Tableau 2.3 : Technique de coloration de Harris-Shorr

[SCHUTTE AP; 1967].

Ordre de passage Produits a utiliser Temps
1 Mélange alcool- éther V2 5 minutes
2 Alcool a 70° Plonger 10 fois
3 Alcool a 50° Plonger 10 fois
4 Eau distillée Plonger 10 fois
5 Hématoxyline de Harris 2 minutes
6 Eau distillée Passage
7 Eau distilléee Passage
8 Alcool ammoniacal 1 minute
9 Eau distillée Passage
10 Alcool 70° Passage
11 Alcool 95° Passage
12 Colorant de Shorr 2 minutes
13 Alcool 95° Passage
14 Alcool absolu Passage

La coloration de Papanicolaou:

Cette coloration pentachrome a été décrite par George Papanicolaou en
1942. Il s’agit de la coloration standard des frottis vaginaux chez la femme [50].
Les noyaux apparaissent bleu-violet, les cellules superficielles rose orangé, les
cellules intermédiaires bleu-vert et les cellules plus profondes vert plus franc. Son
intérét est surtout pour le diagnostic cytologique des néoplasies du tractus génital

chez la chienne. Cependant, le trichrome de Harris-Shorr lui est largement

préférée pour la lecture tinctoriale des lames.
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Fig. 2.13 : 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 [HERON JF; 2006]

Tableau 2.4 : Technique de coloration de Papanicolaou. *mélange de vert

lumiére et de brun bismarck (Papanicolaou — en ligne).

Ordre de passage Produits a utiliser Temps

1 Alcool a 70° Plonger 10 fois
2 Alcool a 50° Plonger 10 fois
3 Eau distilléee Plonger 10 fois
4 Hématoxyline de Harris 5 minutes

5 Eau distillée Plonger 10 fois
6 Alcool a 95° Passage

7 Alcool a 80° Passage

8 Alcool a 70° Passage

9 Alcool a 70° Passage

10 Eosine 5 minutes
11 Alcool a 95° 30 secondes
12 Alcool a 95° 30 secondes
13 E A 50* 5 minutes
14 Alcool a 95° 30 secondes
15 Alcool a 95° 30 secondes
16 Alcool absolu 30 secondes
17 Xyléne 2 passages

2.3.2.3.3. Interprétation d'un frottis vaginal

Lecture des lames

La lecture des lames de frottis se fait a 'aide d’'un microscope optique.

Elle doit se faire d'abord a 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
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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 I'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 'ensemble de ces caractéristiques pour
identifier un type cellulaire donné.

La lecture se fait en balayant toute la lame, I'observation d’'un maximum

de champs sur différents points est indispensable [47], [48].

Les types cellulaires retrouvés sur un frottis vaginal

L’épithélium vaginal se constitue pendant I'ancestrus, de seulement deux
a trois couches de cellules, a savoir les cellules basales et parabasales. Au cours
du cycle ovarien, cet épithélium s’accroit au fur et a mesure en épaisseur et forme
plusieurs stratifications de cellules offrant a I'examen cytologique une diversité de
types cellulaires. La connaissance de ces différents types de cellules et leur

identification sont utiles pour caractériser le stade du cycle cestral.

Sur un frottis vaginal, on peut observer les différents types cellulaires de
I'épithélium vaginal ainsi que des cellules présentes dans la lumiére vaginale mais

n'émanant pas de I'épithélium du vagin.

Les cellules épithéliales sont représentés par les cellules parabasales,
intermédiaires (petites et grandes) et superficielles. Les cellules qui peuvent étre
présentes dans la lumiére vaginale sont les cellules du sang (érythrocytes et
leucocytes), les spermatozoides, les cellules de la fosse clitoridienne et les

cellules de 'endomeétre [45], [51].
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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 a l'autre, I'évolution des
cellules peut étre variable et nécessite d’observer les caractéristiques du frottis

pendant plusieurs jours [52], [47], [48].

Dans les sections suivantes, nous tacherons de présenter I'essentiel de
ces modifications rapportées aux microphotographies correspondantes de la
figure 2.15.

Au cours du preestrus, les taux sanguins d’cestradiol augmentent pendant
la maturation des follicules ovariens, ce qui provoque la prolifération de
I'épithélium vaginal et la diapédése des hématies a travers les capillaires utérins.
Ces deux processus expliquent la présence des cellules épithéliales en voie de

kératinisation et des érythrocytes dans les frottis vaginaux [45], [44].

Le frottis du début d'cestrus (Cf Fig 2.15 : photo 1) apparait d'un fond «
sale » a cause des débris cellulaires et du mucus qui fixe bien le colorant. Le
nombre de cellules augmente mais le frottis reste pauvre. Les cellules
parabasales disparaissent au profit des cellules intermédiaires basophiles et une
coloration acidophile commence a apparaitre signant un début de kératinisation.
Cependant, les parabasales peuvent persister nombreuses les deux premiers
jours pour disparaitre ensuite [51]. Le nombre des hématies s'éléve, et on peut le

voir ses le frottis avant le début des écoulements [51].

Vers la moitié du proestrus (Cf Fig 2.15: photo 2), on note une richesse
cellulaire sur le frottis. Le nombre des intermédiaires non acidophiles chute au

profit des superficielles & noyau pycnotique qui sont dispersées [51].

En fin de preestrus (Cf Fig 2.15 : photo 3), le frottis devient de moins en
moins sale et riche en cellules. On n'observe pratiquement que des cellules
superficielles acidophiles, a contours anguleux et a noyaux pycnotiques ou méme
anucléés qui ne sont pas encore bien groupées en amas. Les hématies sont

nombreuses, les leucocytes rares et les bactéries abondantes [53].
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Pendant I'cestrus (Cf Fig 2.15 : photos 4&5), le frottis vaginal est trés riche
en cellules et montre un fond propre. Les cellules sont essentiellement des
superficielles entierement kératinisées, anucléées et groupées en amas.
L'acidiphilie est supérieure a 60 % voire méme supérieure a 80 ou 90 %. Les
hématies sont généralement absentes, sauf pour quelques chiennes. Beaucoup
de bactéries sont présentes, mais sans réaction leucocytaires et les leucocytes

sont naturellement absents [45], [51].

Beaucoup d'apects atypiques sont rapportés [12]. Pour des raisons non
encore élucidées, les cellules superficielles peuvent demeurer nucléées tout au
long de l'cestrus, non regroupées en amas et a moins de 60% méme en période
optimale; avec de nombreuses cellules intermédiaires encore visibles. Ceci ne

semble pas étre associé a une baisse de fertilité [43], [45], [12].

Environ six jours aprés l'ovulation, et huit jours aprés le pic de LH, la
majorité des chiennes présentent un frottis de métcestrus. Le passage au

métcestrus est caractérisé par un changement brutal des rapports quantitatifs des
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types de cellules épithéliales signalés, accompagné de [I'apparition de

polynucléaires neutrophiles [45].

Le début d'cestrus correspond a la transition cestrus-métcestrus. Le frottis
montre (Cf. figure 2.15 : photos 6) des cellules kératinisées éparpillées, des
cellules intermédiaires qui réapparaissent, ainsi que des cellules parabasales
souvent regroupées et des polynucléaires. Les érythrocytes peuvent réapparaitre.
Ce changement de I'aspect du frottis survient assez rapidement, et s'achéve au
bout de 12 a 24h [51].

En dépit des cas atypiques qui peuvent exister, Il semble étre constant
qu'aucune chienne n’est encore fécondable lorsque les polynucléaires

apparaissent sur le frottis de métoestrus [53].

Vers la fin du métcestrus, le frottis (Cf. figure 2.15 : photos 7) est dominé
par les cellules parabasales et intermédiaires basophiles. Les leucocytes sont
visibles, et lorsqu’ils sont accolés a des cellules vaginales ou qu’ils se projettent
comme a I'emporte piece sur le cytoplasme de celles-ci, on est en présence d’une
forme cellulaire typique du métcestrus (métcestrus cells). Les érythrocytes sont

absents.

Le frottis d’ancestrus (Cf. figure 2.15 : photos 8 & 9) est classiquement
pauvre en cellules. La tendance tinctoriale est basophile. On note la présence de
quelques rares cellules parabasales, parfois accolées par un de leurs cotés,
donnant l'aspect de cellules en colonne. Les polynucléaires sont rares et les

hématies absentes [45], [51].

Le frottis d'ancestrus peut aussi perdre son aspect classique et donner des
formes atypiques sans causes particuliéres. Les parabasales sont parfois tres
nombreuses, les hématies peuvent étre rencontrées et des cellules acidophiles

peuvent parfois exister [47], [48].

Les indices cytologiques

La lecture des frottis vaginaux est un caractére subijectif, qui reléve de
'appréciation de I'examinateur. Des indices (ou indexes) ont été établis pour

décrire quantitativement les images cellulaires visualisées sur les frottis et suivre
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plus précisément, et de fagon objective, I'évolution du frottis au cours du cycle
oestral. La littérature rapporte surtout I'indice €osinophile, l'indice caryopycnotique

et l'indice superficiel.

Parmi ces trois, l'indice éosinophile est le plus important et le plus
largement utilisé dans le cadre du suivi du cycle. Il représente le pourcentage de
cellules réellement kératinisées par rapport a celles qui pourraient I'étre mais ne le

sont pas (les grandes intermédiaires polychromatophiles et basophiles) [54].

SCHUTTE AP avait montré en dés 1967, que plus de 90% des chiennes
saillies le jour du pic de I'indice éosinophile étaient gestantes. Ainsi ce pic permet
la détermination de l'cestrus proprement dit, mais ne peut prévoir la période
optimale de fécondabilité. En effet les courbes obtenues présentent un caractére

individuel, difficilement généralisable [54].

En conclusion; le frottis vaginal reste un examen de choix dans le suivi
des chaleurs chez la chienne, car simple a réaliser, peu onéreux, directement
accessible en clinique et offre des résultats immédiats, En effet, cette technique
permet de localiser I'cestrus proprement dit. De plus, elle représente le meilleur
marqueur de la transition cestrus-metoestrus, ce qui revét un grand intérét

pratique [55].

Cependant, méme si la cytologie vaginale refléte I'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 l'ovulation, du pic de LH ou de la période de fécondabilité. Les
variations individuelles ne sont en outre pas rares et nécessitent d’observer les

caractéristiques du frottis pendant plusieurs jours.

La cytologie vaginale a elle seule ne suffit pas a réaliser un suivi de
chaleurs convenable. Elle nécessite toujours d’étre associée a d’autres marqueurs
du cycle de la chienne [12], [47], [48], [53], [51].
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2.3.2.4. Dosage de la progestérone sérique

2.3.2.4.1. Généralités sur I'évolution de la progestéronémie

Chez la femelle des carnivores; I'activité lutéale du corps jaune cyclique a
une durée pouvant atteindre la durée de la gestation. Donc le metoestrus, couvre
parfaitement la gestation et de ce fait, le dosage de la progestéronémie perd tout

intérét pour le diagnostic de la gestation [41], [10].

La progestéronémie présente un niveau basal constant en ancestrus. En
pro-cestrus, les follicules pré ovulatoires commencent a secréter de la
progestérone et le taux augmente ainsi relativement. Cette particularité permet la
détermination de la date de I'ovulation chez la chienne dans le cadre du suivi des
chaleurs [40].

En effet, 'observation de I'évolution de la progestéronémie permet de
définir une courbe type dont l'aspect est relativement constant, malgré quelques
variations individuelles. La concentration plasmatique de progestérone commence
a augmenter depuis des valeurs basales en concomitance avec la chute du taux
sérique d’cestrogenes et du pic de LH, suite a la lutéinisation pré ovulatoire des

follicules ovariens [44].

Le jour du pic de la LH, c'est-a-dire deux jours environ avant I'ovulation, on
estime la concentration plasmatique de la progestérone entre 2.0 a 2.9ng/ml. Elle
atteint le jour de I'ovulation des valeurs comprises entre 4 et 10ng/ml. La période
féconde se situe environ deux jours aprés, le taux de progestérone dépasse alors
15ng/ml [56]. Aussi, la progestéronémie présente des fluctuations synchrones au
rythme nycthéméral, il sera donc souhaitable d’effectuer les prélévements de sang

a la méme heure de la journée [57].

2.3.2.4.2. Technigues de dosage de la progestérone

La progestérone est une hormone stéroide assez stable, mesurée
généralement sur un matériel sanguin prélevé a un volume supérieur a 0.2ml, sur
tube sec ou hépariné. Comme les échantillons de recherche sont toujours dosés a
postériori, il est heureux de savoir que ces échantillons se conservent bien au froid

pendant 2 semaines a +4°C, et environ 1 an a -20°C [58].
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Quelle que soit la méthode employée, le principe général du dosage reste
le méme; il s’agit d’'une compétition entre la progestérone de I'échantillon et une
progestérone marquée. Le support et le systeme de révélation peuvent changer

d'une méthode a une autre [41].

2.3.2.4.2.1. Méthodes quantitatives

Les dosages quantitatifs sont réalisés par des laboratoires spécialisés, ils

ont 'avantage d’étre trés précis.

Méthodes radio-immunologiques:

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

que par les techniques froides [41].

Si 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 Ilaboratoires équipés d’automates de
chimiluminescence abandonnent progressivement les techniques radio-

immunologiques [12].

Méthodes immuno-enzymatiques:

Les techniques immuno-enzymatiques (EIA), principalement I'ELISA
(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) et la chimiluminescence, présentent
'avantage d’éviter la manipulation de produits radio-actifs. Diverses enzymes sont
utilisées couplées a un anticorps ou un hapténe. Par conséquent, ces techniques

ne sont pas utilisables avec tous les milieux de prélevement.

A TI'heure actuelle, les techniques d’immuno-chimiluminescence sont les
plus répandues sur les automates de dosages hormonaux. Elles font appel a des

substrats qui, transformeés, émettent durant un court laps de tems de la lumiére. La
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spécificité de ces techniques est importante parce qu’il n'existe ni parasite ni

diffusion.

2.3.2.4.2.2. Méthodes semi quantitatives

Le dosage semi quantitatif par méthode ELISA (Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay) repose le principe de la compétition entre la progestérone
plasmatique et la progestérone liée a une enzyme qui est souvent la peroxydase

formant ainsi uu complexe progestérone-enzyme.

La lecture du résultat se fait par appréciation visuelle colorimétrique des
variations de concentration de I'échantillon par rapport a un ou deux témoins. La
valeur exacte n’est pas connue, mais ces kits sont pratiques, ils permettent

généralement la réalisation de suivi des chaleurs dans de bonnes conditions [59].

Ce test comprend en général 4 classes. La classe 1 correspond au taux
basal entre 0 et 1ng/ml et a la couleur la plus foncée, les classes 2 et 3
respectivement a des taux de 1 a 2.5ng/ml et de 2.5 a 8ng/ml. A linverse, la
classe 4 correspond a un taux élevé supérieur a 8ng/ml et est révélée par une

couleur blanche [41].

2.3.2.4.3. Progestéronémie et suivi des chaleurs

L’utilisation du dosage de la progestérone pour évaluer les dates du pic de
LH et de l'ovulation est justifiée car, actuellement, il n’existe aucun témoin réel de
I'ovulation ou de I'état de la maturation ovocytaire. De plus la progestérone est la

seule hormone facilement dosable [44], [56].

Donc, la mesure de la progestéronémie est un témoin fiable de détection
de l'ovulation chez la chienne, 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 colt. Les dosages de la progestérone sont en général utilisés
conjointement avec d’autres méthodes d’appréciation du stade du cycle moins
onéreuses, telles que I'examen de la vulve et de l'aspect des écoulements, la

réalisation de frottis vaginaux.

En général, un suivi de chaleurs nécessite la réalisation de deux a cinq
dosages de progestérone. Il n’est pas nécessaire de débuter les dosages avant le

6e jour des chaleurs. Si le premier prélévement reléve un taux faible de
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progestérone, un examen de controle est réalisé trois jours plus tard. Dés qu'il
dépasse la valeur de 3ng/ml, il est systématiquement renouvelé dans un délai de
24 a 48h. L'ovulation est confirmée chez les seules chiennes pour lesquelles la

progestéronémie dépasse les 5 a 10ng/ml [22].

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 [53].

Ainsi, on estime en général qu'un taux compris entre 5 et 10ng/ml indique
que la chienne a ovulé. Cependant, la période optimale de fécondabilité qui se
situe environ deux jours aprés l'ovulation, se produit a un taux variable de
progestérone, c’est pourquoi il est impossible de fixer un taux de référence valable
universellement, la fourchette est en effet trés large [40].

Il est utile de signaler ici que malgré le fait que la mesure de la
progestéronémie soit pratiquée conjointement avec le frottis vaginal dans le suivi
des chaleurs chez la chienne et la détection de la période de fertilité, peu
d'auteurs ses sont intéressés a étudier la corrélation entre les différents
marqueurs cellulaires du cycle et la progestéronémie. La compulsion la plus large
de la littérature disponible ne rapporte pour cet objectif bien précis que I'étude de
LINDE et KARLSSON en 1984 [60] et plus récemment I'étude effectuée en 2005
sous la direction scientifique du Professeur FONTBONNE A au CERCA-ENV
Alfort [61].

En réponse a cette lacune, la deuxieme partie de notre travalil
expérimental (étude statistique) s'inscrira dans le cadre d'une application de
quelques critéres cytologiques pour tenter dévaluer la progestéronémie en début
de pro-cestrus.

2.3.2.5. Echographie ovarienne

L'échographie ovarienne a longtemps été controversée comme méthode
de détection de I'ovulation chez la chienne. Les études tentées autrefois,

décrivaient les ovaires comme rarement ou non détectables par cette méthode. Sa



77

seule indication valable était le diagnostic des tumeurs et des kystes de l'ovaire
[12].

Il a fallu attendre I"avénement des nouvelles technologies et l'arrivée des
appareils de haute performance pour démontrer que les ovaires de la chienne
peuvent étre visualisés par examen eéchographique. [62]. Ainsi, a l'aide d'un
appareillage adéquat, I'échographie ovarienne permettrait le suivi en temps réel du
développement folliculaire et I'identification précise du moment de 'ovulation [63]
[64] [51].

Cette technique est actuellement trés usitée dans le cadre de la recherche
car avec d'autres techniques d'imagerie, elle offre un outil intéressant aux
chercheurs travaillant a la mise au point des nouvelles biotechnologies de la
reproduction canine. Cependant, elle reste trés limitée en pratique a cause

éventuellement des contraintes du co(t et de la technicité requise [65], [66].

2.4. Conclusion

Nous verrons plus loin les différents protocoles d’induction des chaleurs et
leurs résultats qui demeurent variables, d'ou l'intérét capital d'un suivi rigoureux
des chaleurs qui seul permettra de confirmer leur aboutissement, car I'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 le cadre du transfert
embryonnaire. La, il s’avére impératif, non seulement de confirmer I'ovulation,
mais également de saillir (ou inséminer) au meilleur moment afin d’obtenir un
maximum d’embryons transférables [07].

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 I'aboutissement a des
fécondations nécessitent un suivi médicalisé des chaleurs.

La recherche scientifique s'intéresse toujours a parfaire les méthodes de
détection des chaleurs chez I'espéce canine, mais aussi a rendre ces méthodes
pratiques et moins colteuses. Dans cette optique, nous consacrerons la deuxiéme

partie du travail expérimental (étude statistique) a un essai de réévaluation de la
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cytologie vaginale en début de proestrus, en étudiant la corrélation statistique
entre ces indicateurs cytologiques et la progestéronémie. Cette étude recherche
de nouveaux outils ou critéres cytologiques qui dans le cadre du suivi des
chaleurs permettent d'orienter le dosage de la progestérone sérique et ainsi de

prévenir des dosages inutiles.
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CHAPITRE 3
ETUDE DES METHODES D'INDUCTION DE L'CESTRUS

3.1. Introduction

En raison d’'un manque de compréhension des événements hormonaux
nécessaires pour la folliculogenése chez la chienne, il a été difficile d’arréter des
protocoles fiables pour I'induction d’'un cestrus fertile dans cette espéce. La cause
naturelle de la terminaison de I'ancestrus long et obligatoire et le commencement
d’'un nouveau cycle n’est pas encore clairement expliquée chez la chienne [36],
[03], [67]. Ni 'ovaire ni I'hnypophyse ne sont quiescents pendant I'ancestrus canin;
la sécrétion des gonadotrophines pendant la transition du début vers la fin
d’ancestrus est controversée, car on ne sait pas encore laquelle des deux
hormones (LH et FSH) est prépondérante dans linitiation de la folliculogenése

chez la chienne [04].

La transition naturelle de [l'ancestrus vers le pro-cestrus implique
I'accroissement des secrétions pulsatiles de la GnRH et de la LH pendant
plusieurs jours, I'élévation de la concentration moyenne en LH qui en résulte avec
ou sans davantage d’augmentation de la concentration déja élevée de la FSH
[36]. La régulation endogene de cette transition n'est pas encore bien élucidée,
cependant elle peut étre influencée par I'exposition aux phéromones de I'cestrus et
d’autres stimuli externes. Elle requiert apparemment une chute prolongée de la
progestérone représentée par les deux (02) mois d’ancestrus obligatoire qui
suivent les deux (02) mois de phase lutéale. Cette transition implique aussi
éventuellement la prolactine et d’autres changements de 'activité dopaminergique
au niveau de I'hypothalamus, car un raccourcissement de I'ancestrus est obtenu
par des doses hypo-prolatinémiantes d’agonistes dopaminergiques. Le rble de la
LH est probablement plus important que celui de la FSH dans l'initiation de cette
transition, car linduction de l'cestrus et/ou le pro-cestrus est obtenue par

administration de LH hautement purifiée seule et non par de la FSH seule [68].

Il existe plusieurs indications pour l'induction d'cestrus chez la chienne.
Les applications cliniques des protocoles d’induction de I'cestrus comprennent le
traitement de linfertilité due a l'ancestrus primaire et secondaire. L’induction

d’cestrus est aussi utile pour les éleveurs canins qui souffrent souvent de la
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synchronisation naturelle et excessive des cycles cestraux de leurs femelles
reproductrices (appelée "effet dortoir") qui se traduit par un manque de
disponibilité de chiots de vente dans certaines périodes de I'année. Aussi les
propriétaires des chiennes de pure race ayant des intervalles intercestraux
normalement long réclament souvent le raccourcissement de ces intervalles dans
le but d’augmenter le nombre de portées par an. De plus, un protocole d’induction
pourrait permettre la planification d’'une saillie ou d’'une gestation particuliére selon
la convenance du propriétaire. Il faut signaler qu’avant l'utilisation d’un protocole
d’induction, I'étiologie de linfertilité doit étre déterminée, car tous ces protocoles
d’induction ont été appliqués et testés sur des chiennes a reproduction normale
[04].

La puberté débute typiquement entre 6 et 12 mois d'age chez la chienne.
L'absence de cycle cestraux jusqu'a 24 mois d'dge serait indicative d'un
dysfonctionnement de Il'axe hypothalamo-hypophyso-ovarien et requiert une
évaluation reproductive détaillée qui peut inclure entre autre mesures l'induction
de l'cestrus. L'intervalle intercestral moyen chez la chienne est de 7 mois, mais
varie chez les femelles fertiles de 4 a 14 mois [69]. L'induction d'cestrus pourrait
également étre utilisée comme un traitement de I'ancestrus secondaire (intervalle
intercestral > 12 mois). Une induction synchrone et fiable de I'cestrus est aussi une

nécessité pour les programmes de transfert embryonnaire chez le chien [07], [67].

En outre, certaines de ces méthodes actuelles, semblent avoir un intérét
significatif pour I'application dans le cas d’ancestrus prolongé et pour accroitre la
fertilité des chiennes de recherche appartenant aux colonies de chiens maintenus
comme modele animal pour étudier les maladies héritables ou a base génétique

qui représentent un intérét en médecine humaine ou vétérinaire [03].

Il est actuellement évident que "l'effet dortoir" existe bel et bien chez les
canideés, de fagon que les chiennes co-habitantes arrivées dans leurs cycles a la
moitié et a la fin d'ancestrus et qui vivent avec des chiennes entrées en pro-cestrus
et cestrus, vont connaitre un raccourcissement de leur ancestrus de 30 jours ou
plus [36]. Il est admis que ce phénoméne naturel d'induction d'cestrus se fait par
médiation des phéromones, mais le mécanisme par lequel l'augmentation de la
sécrétion des gonadotrophines se produit demeure non encore connu.

Néanmoins, depuis 1939, il y a eu plus de quarante protocoles investiguant
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pharmacologiquement l'induction de I'cestrus chez la chienne [07]. Les protocoles

et résultats de ces études sont résumés dans les Tableaux 3.1, 3.2, 3.3 et 3.4.

Les méthodes actuellement ou récemment en usage comme approche
clinique ou de recherche pour I'induction de I'cestrus chez la chienne comprennent

[03] I'administration de:

v cestrogénes exogénes pour amorcer l'axe hypothalamo-hypophyso-
ovarien de maniére a induire un faux pro-cestrus sensé étre suivi d’'un pro-
cestrus normal ou induire un pro-cestrus qui va progresser vers un cestrus
fertile une fois supplémenté par une administration consécutive de
gonadotrophine;

v' hormones gonadotropes exogenes pour stimuler une réponse ovarienne
entrainant un pro-cestrus suivi d’'un cestrus fertile a ovulation spontanée ou
induite par administration supplémentaire d’hormones (hCG ou GnRH) ;

v GnRH ou d’agoniste de la GnRH de maniére a obtenir une libération
hypophysaire de gonadotrophines endogénes (LH et FSH) suffisante pour
provoquer une réponse ovarienne qui produit un pro-cestrus normal suivi
d’un cestrus fertile et d’'ovulations spontanées ;

v agoniste de la dopamine qui provoque des réponses hormonales
hypothalamique et hypophysaire menant a temps vers un pro-cestrus
précoce ou autrement d’aspect normal et un cestrus fertile.

Aprés un succinct rappel sur les différentes techniques de maitrise de la
reproduction chez la chienne, nous consacrerons les prochaines sections de ce

chapitre a I'étude détaillée des méthodes d’induction des chaleurs.

3.2. Les technigues de maitrise de la reproduction chez la chienne.

La maitrise de la reproduction canine accuse un certain retard par rapport
aux autres espéces d’animaux domestiques. En effet, contrairement a beaucoup
de femelles domestiques, chez la chienne, les biotechnologies de la reproduction
sont a leur premiére génération « I'insémination artificielle en semence congelée
[70].

Peu d’équipes dans le monde travaillent a la mise au point de nouvelles
biotechnologies de la reproduction dans I'espéce canine et ce pour plusieurs
raisons. Nous citons les moindres implications économiques, les nombreux
obstacles physiologiques relatifs d'une part a la longueur du cycle et d'autres part

a ses multiples particularités et complexités physiologiques [71], ainsi que la rareté
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du matériel biologique nécessaire aux expeériences, récolté a l'abattoir pour les

femelles de rente. [72].

Récemment, les chercheurs ont montré plus d"intérét a ce domaine, a
cause de l'importance sociétale et utilitaire croissante que commence a prendre le
chien, la tendance générale a la préservation de I'environnement et 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 modeéle d'étude [73], [74] et aussi I'utilité du chien
comme modeéle expérimental pour la recherche humaine et vétérinaire menée sur

I'néritabilité et les maladies génétiques [75], [76].

Dans les sections suivantes, il sera fait succinctement un point de
situation pour chaque technique de reproduction chez la chienne. L'induction de

I'cestrus ne sera pas traitée dans ces sections, mais elle sera détaillée plus tard.

3.2.1 Synchronisation des chaleurs

L’indication majeure de la synchronisation des chaleurs chez la chienne,
s’incére dans le cadre des programmes de transfert embryonnaire [03]. Plusieurs
protocoles ont été établis a savoir la combinaison entre FSH et LH, l'utilisation
conjointe de diéthylestilbcestrol [03] et les anti-prolactines mais toujours sans
succés. Les anti-prolactines, qui sont efficaces en induction d'cestrus, s'avérent
inefficaces a synchroniser avec précision les chaleurs, car la réponse au
traitement varie considérablement suivant le stade du cycle auquel le traitement
débute [70]. Donc, chez la chienne, la synchronisation des chaleurs est un objectif
plus avancé et plus difficile a atteindre que l'induction de l'cestrus. C'est pour cette
raison que nous classons la synchronisation parmi les techniques de reproduction

demeurant encore mal maitrisées.

3.2.2. Insémination artificielle

La premiére chienne inséminée en semence fraiche fut en Italie en 1787
par 'abbé Spallanzani et la premiére en semence congelée en 1970 au Etats-
Unis. Depuis cette date, l'insémination artificielle a connu beaucoup d'indications
et a rendu de multiples service [73]. En effet, cette technique de reproduction
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assistée s’avere tres utile voire indispensable en cas d’hypofertilité du male, ou
d'incompatibilité comportementale. Elle prévient contre la diffusion des infections
vénériennes contagieuses et permet une meilleure exploitation des étalons a
potentiel génétique élevé dans le cadre de la sélection et de I'amélioration
génétique des races surtout celles a tres faibles effectifs ou en voie d’extinction
[771, [78], [79], [80], [81].

3.2.3 Super ovulation

Aucun succeés des essais de traitement de super ovulation n'a été jusque

la rapporté chez la chienne [70], [82].

3.2.4 Récolte d’'ovocytes

La récolte d’'ovocytes n’a jamais été décrite chez la chienne, car limitée
par des considérations anatomiques et physiologiques particuliéres a cette femelle
dont les follicules sont de petite taille (7mm de diamétre) et ne sont
ponctionnables que pendant environ une semaine seulement sur toute la durée
d’'un cycle. Par ailleurs; le non succés de super ovulation, a contribué a limiter

d'avantage la récolte d'ovocytes chez la chienne [70].

3.2.5. Transfert embryonnaire

Des chercheurs japonais s'intéressent au transfert embryonnaire chez la
chienne, ils n'ont pu récupérer pour le moment que 30 a 40% seulement des
embryons formés. Néanmoins, 90% des embryons collectés étaient viables [83].
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, la technique permettra les échanges et la conservation de
matériel génétique [84]. Elle rendrait aussi possible le diagnostic de tares

génétiques (diagnostic préimplantatoire ou DPI) [85].

3.2.6. Maturation in vitro

Les taux de réussite de la Maturation In Vitro chez la chienne ne

dépassent pas les 10 a 20% en moyenne. Les ovocytes canins mis en culture
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mettent 48 a 96 heures pour arriver a maturation, la plupart ne I'entament méme
pas, et environ 25% dégénérent [86], [87], [88], [72], [82].

Les raisons de ce faible taux de maturation et du retard de la reprise
méiotique sont encore mal connues [89]. La mise au point de la MIV chez la
chienne permettrait d’accroitre les connaissances fondamentales et d’approfondir
les connaissances cliniques; car elle est le point de passage obligé pour le
développement d’autres biotechnologies de la reproduction, telles que la
production d’embryons in vitro [90]. Ses applications peuvent intéresser les
éleveurs (diffusion du potentiel génétique des femelles d’élite, sexage des
embryons, éradication de tares génétiques a 'aide du diagnostic préimplantatoire)
et les généticiens (obtention d’embryons d’animaux de génotypes intéressants
mais hypofertiles ou infertiles); elles possédent également un intérét zoologique

(préservation des Canidés en voie de disparition) [74], [91].

3.2.7. Fécondation in vitro

Les taux de réussite de la fécondation in vitro sont tres faibles chez la
chienne, de l'ordre de 10 et 20%. Un fort taux de polyspermie est en outre
constaté, ce qui est incompatible avec le développement embryonnaire [92] [93].
Une fois la fécondation obtenue, les embryons sont rincés, puis cultivés sous
atmosphére controlée. Les embryons qui se développent normalement apres
quelques jours de culture sont ensuite transférés dans l'utérus de femelles
receveuses. Le cycle de celle-ci doit étre synchrone avec I'dge de I'embryon
transféré [94]. Chez la chienne, cette technique demeure du domaine de la
recherche et aucune de ses étapes n'est au point. Ainsi, OTOl et ses
collaborateurs ont obtenu en 2000 un blastocyste (J9) a partir de 217 ovocytes en
maturation [96]. Aprés la mise en maturation de 169 ovocytes, leur fécondation in
vitro puis le transfert de 90 embryons chez une seule receveuse. ENGLAND et
ses collaborateurs ont obtenu en 2001 une gestation de trois conceptus, qui sont

morts aprés vingt et un jours [95].

La technique d’injection cytoplasmique de sperme (Intra Cytoplasmic
Sperm Injection) a été décrite une seule fois dans l'espéce canine. Pourtant

réalisée avec du sperme de bonne qualité, elle n’a permis d’obtenir la formation
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d’embryons au stade une cellule que pour 8% des ovocytes micro-injectés [70],
[85].

3.2.8. Clonage

Enfin, le clonage fait actuellement appel a la technique de transfert
nucléaire a partir de cellules somatiques prélevées chez un individu adulte. Dans
'espéce canine, I'équipe du Pr. Hwang (Corée du sud) a été la premiére a faire
naitre deux chiots vivants issus du transfert de cellules cutanées de l'oreille. Pour
obtenir ces animaux, plus de mille trois cents ovocytes ont été 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 aolt 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 équipe de quinze personnes

pendant deux ans, est trés faible (0.2%) [97].

3.3. Méthodes d'induction des chaleurs

De trés nombreux protocoles peu satisfaisants ont été mis au point par
différentes équipes de recherche dans le monde pour déclencher les chaleurs
chez la chienne. Le taux de fertilité obtenu avec des protocoles utilisant la PMSG
et la hCG dépasse rarement les 50%, et le pourcentage de gestations obtenues
est généralement d’environ 20 a 30% [07]. L'utilisation de la FSH seule donne des
résultats moins satisfaisants que la PMSG. L’association du di-éthylstilbestrol
(DES) a la FSH semble améliorer les résultats, avec 70% d’inductions, 46%

d’ovulations mais seulement 20% de gestations [59].

L’administration de GnRH ou d’agonistes de GnRH est possible lorsque le
fonctionnement de I'axe hypophyso-ovarien est conservé. Certains auteurs ont
rapporté des résultats encourageants allant de 35 a 85% de taux d'induction et de

gestation [59], mais hélas ces résultats n'ont pu étre reproduits [07].

Plus récemment, [utilisation d’inhibiteurs de la prolactine a effet
dopaminergique (Bromocriptine, Métergoline, Cabergoline) a ouvert une nouvelle

possibilité d’'induction de I'cestrus chez la chienne [59].
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3.3.1. Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH) et Analogues

L’administration de GnRH ou d’agonistes de la GnRH est possible lorsque
le fonctionnement de 'axe hypophyso-ovarien est conservé, car le GnRH stimule

directement la sécrétion des hormones hypophysaires [59].

Les secrétions pulsatiles de la GnRH qui est un décapeptide
hypothalamique, sont libérées toutes les 70 — 90 minutes comme médiateurs de la
synthése et la libération de la LH et la FSH pituitaires [98]. L'administration
pulsatile de GnRH a la dose de 0.2-0.4 %g/kg et a 90 minutes d'intervalle est
suffisante a obtenir des augmentations en LH similaire aux pulses endogénes qui
se déroulent normalement a la fin du pro-cestrus [36]. Néanmoins, les protocoles
d'induction de I'cestrus utilisant de la GnRH originaire ou analogues a courte
action ne sont pas applicables cliniquement a cause du colt élevé des pompes a
infusion pulsatile ou de I'hospitalisation nécessaire pour une infusion intraveineuse

continue.

La hausse de la fréquence des pulses de LH observée avant le pro-
cestrus spontané a été mimée chez des chiennes en début et au milieu
d'ancestrus par I'administration intraveineuse de fortes doses de GnRH (0.2 — 0.5

Ma/kg) toutes les 90 minutes [99].

Les pulses de LH et FSH initialement étendus deviennent
progressivement plus petits pendant le pro-cestrus induit a la GhnRH comme dans
le cas du pro-cestrus naturel, et aboutissent a un pro-cestrus normal sur le plan
d'cestradiolémie, de cytologie vaginale et des modifications des organes génitaux
externes. Ce pro-cestrus est souvent suivi d'un pic spontané de LH et un
déclenchement d'cestrus avant ou immédiatement aprés la fin des 10 a 14 jours
d'administration de GnRH. Des injections moins fréquentes de GnRH se sont

avérées efficaces.



TABLEAU 3.1: GnRH et ses Agonistes utilisés dans l'induction d'cestrus chez la chienne [KUTZLER MA, 2005]

NB DE PROTOCOLES RESULTATS
o
REFERENCE CHIENNES | Induction d'oestrus Proestrus%/CEstrus% | Ovulation% bGaessot/oa tion%/Mise
(CONCANNON PW et al., GnRH 0.00015-0.000500 mg/kg IV 72(proestrus en 5.1 +
1997) 36 | chaque 90mn pdt 7-9j 0.4])/56 a4 33(gestantes)
(CAIN JL et al., 1988) GnRH 0.000096-0.000139 mg/kg IV .
8 chaque 90mn pdt 11-13j. 100(cestrus en 23)) 87.5 87.5(gestantes)
(VANDERLIP SL et al., GnRH 0.000040-0.000430 mg/kg IV i
1087) 8 chaque 87 mn pdt 9j. 75(en 2-4j)/62.5 50 37.5(gestantes)
(ROTA A et al, 2003) Buserelin 0.0015 mg/kg SQ TID pdt 11j | 30(proestrus en 18.6 +
10 | 4 0.00075 mg/kg/ SQ TID pdt 3 4.7)) 20 20(gestantes)
(CONCANNON PW; o4 Lutreline 0.0017-0.0025 mg/kg/j pdt 14- | 87.5(prcestrus en 5.1 + 75 375
1989) 28j via SQ mini pompe osmotique. 0.4j) '
(INABAT etal., 1998) 18 Leuprolide 0.10 mg/kg SQ 1x. 100(cestrus en 7-15j) 83 78
(KUTZLER MA etal., Desloreline 2.1 mg implant/Chien SQ
2001a) (KUTZLER MA et 7 1% ' 100(cestrus en 6-10j) 100 43 (gestantes)
al.,, 2001b) '
(KUTZLER MA et al., Desloreline 2.1 mg implant/Chien A 67 (gestantes)
2002) 6 Subvuvivar 1x. 100(cestrus en 5-6j) 100
(KUTZLER MA et al., 5 Desloreline 2.1 mg implant/Chien 100(cestrus en 5-6j) 80 40 (gestantes)

2002)

Subvuvlvar 1x.




Il est important de signaler que la hausse de la LH n'a pas besoin d'étre
pulsatile pour induire un cestrus [36]. Une infusion ou une libération constante d'un
analogue de la GnRH (letreline, desloreline et leuprolide) via une mini pompe
osmotique ou un implant sous cutané aboutit a l'induction d'un cestrus et a des
taux de gestation similaires a une infusion pulsatile de la GnRH, pourvu que la
thérapie a l'agoniste de la GnRH soit discontinue aprés l'ovulation [36], [100].
L'administration prolongée des agonistes de la GnRH aboutit & une sur stimulation
pituitaire, suppression de la sécrétion de la LH, une réactivité lutéale élevée a la

LH et une sécrétion élevée de la progestérone [101], [102].

En portant des changements moléculaires a la GnRH originaire, on a pu
synthétiser plus de 700 agonistes qui one une grande affinité des récepteurs et

une stabilité renforcée [102].

Deslorelin est un D-Trp®-Pro’-des-Gly'°-GnRH analogue avec la
substitution de deux acides aminés. L'application clinique vétérinaire de la
Desloreline chez les canidés a été introduite pour la premiére fois par TRIGG et
ses collaborateurs a l'occasion d'une investigation pour un nouveau contraceptif
(Suprelorin®), qui est actuellement disponible sur le marché en Australie
(Peptech Animal Health, North Ryde, New South Wales). Les investigations
préliminaires avec ce produit (Suprelorin®) ont démontré sa capacité & induire un
oestrus chez toutes les femelles en ancestrus traitées initialement, ce qui se suit

d'une suppression d'cestrus prolongée [103], [104].

Ovuplant® (Fort Dodge animal Health, Overland Park, KS, USA) est un
implant sous dermique, a libération prolongée et biodégradable contenant 2.1 mg
de desloreline, autorisé d'usage chez les chevaux. Selon les données de fabricant,
Ovuplant® induit I'ovulation chez la jument en 48 heures. Des études précédentes
sur ce produit chez le chien ont montré son efficacité et fiabilité a induire
rapidement et synchroniser I'cestrus. Cependant, ce produit est de moins en moins
disponible a cause de problémes techniques de fabrication, ce qui impose de
nouvelles investigations a la recherche de préparation alternatives a base de

desloreline [07].
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3.3.2. CEstrogénes de synthése (DES: Diéthylestilboestrol)
Des préparations a base d'cestrogenes ont été administrées pour initier la

femelle a un traitement inducteur de pro-cestrus par une série d'administrations de
gonadotrophines incluant la PMSG ou la FSH associées ou non a une hormone
inductrice d'ovulation telle la hCG. L'efficacité des prétraitements a base
d'ocestrogénes précédant I'administration des gonadotrophines n'est pas
parfaitement documentée, mais pourrait étre le résultat de plusieurs effets connus
de l'cestradiol [03].

Un protocole modifié apparemment utilisé avec succés par les éleveurs de
Greyhound a été rapporté. Il consiste a administrer du di-ethylstilbestrol (DES) en
forme orale (5 mg/j, PO) quotidiennement jusqu’a trois (03) jours aprés apparition
des premiers signes évidents de pro-cestrus, et de la FSH (10mg, IM) le 5°™, 9°™e
et 11°™ jours du pro-cestrus induit [105]. Ce mé&me protocole a donné sur treize
(13) chiennes neuf (09) cestrus, six (06) ovulations et quatre (04) gestations, et
'ovulation a eu lieu huit (08) jours apres la fin du traitement au DES. Plus
réecemment, I'administration du DES seule (7.4 +/- 1.1 jours) a donné un résultat
positif sur chacune des cing (05) femelles de I'étude lorsque le traitement est initié
entre 95-129 jours aprés le part ou la lutéolyse induite a la prostaglandine [105]. Il
est possible que les cestrogenes exogénes agissent dans ce cas grace a leur
feed-back négatif par suppression de la sécrétion des gonadotrophines, puis une
libération accrue une fois les cestrogénes arrétés. Cependant, I'utilisation du DES
seul n'a pas donné suite a un ocestrus fertile chez des chiennes Beagle non
précédemment gestantes et non prétraitées par de la Prostaglandine [106].

L'administration individuelle des oestrogénes pourrait causer des
suppressions transitoires de la sécrétion de LH et FSH via le feed-back négatif
classique sur l'axe hypothalamo-hypophysaire et sera suivie en tout cas d'un
rebond de la libération de la LH et la FSH facilitée par I'effet déclenchant des
ocestrogénes préalables sur la sécrétion de la GnRH et/ou la sensibilité (réactivité)
hypophysaire a la GnRH. De telles fluctuations stimulatrices de la LH et/ou la
FSH, méme non documentées, seraient capables d'altérer le statut folliculaire de
l'ovaire au moment d'une administration ultérieure de gonadotrophines.
Alternativement ou additionnellement, les cestrogénes peuvent agir directement au
niveau des follicules ovariens en stimulant le développement du follicule antral

vers des stades plus avancés [03].



TABLEAU 3.2: Gonadotrophines et (Estrogénes dans l'induction d'cestrus chez la chienne [KUTZLER MA, 2005]

NB DE PROTOCOLES RESULTATS
- o
REFERENCE CHIENNES | Induction d'cestrus Ir:ductlo.n Proestrus%/CEstrus% | Ovulation% Gesotatlon #olMise
d'ovulation bas%
(1%';"1'3"'5 VMetal; 5 | -FSH0.77-1.1 mg/kg IM 1x. aucune 60(en 5-12)/20 40 20(gestantes)
. -FSH 0.077-0.11 a 1.23-1.78mg/kg
g%';lll')LE VMetal.; 4 IM SID pdt 10j (Doubler la dose aucune 50(en 7j)/25 50 O(gestante)
d'FSH chaque 48h).
-FSH 0.077-0.11 a 1.23-1.78mg/kg
IM chaque 48 h (répeter la dose 1 x
puis doubler chaque 48h).
_ "LH 0.077-0.11 & 0.38-0.55mg/kg IM
g%';'LL)LE VMetal.; 5 chaque 48h (Répeter faible dose 4 x aucune 0/0 0 0/0
puis doubler la dose les 2 traitements
restants).
-FSH et LH injections les jours: 1, 3,
5,7,9et11.
. -DES 0.19-0.21mg/kg SID PO pdt 14j | hCG 37.9-
(1%';;'3"'5 VMetal.; 5 +FSH 0.38-0.42 mglkg IM 9™ et | 42.4Ul/kg IM le 80 (proestrus) 20 ND
11°™ jours. 5°™ j du proestrus
BOU_CHARD GF, 5 _-DESumeg/chlen PO SID pdt 6-9j aucune 100/100 100 100/100
etal.; 1993) jusqu'a preestrus
-DES 0.1-0.2mg/kg SID PO pdt 14 +
(PCVSNCANNON 13 FSH 0.2-0.4mg/kg IM le 5°™,9°™ et aucune 69 (cestrus) 46 31(gestantes)
et al., 1997) 11émej
Cy ot ol 1607 16 | -LH 0.1 Ulikg TID pdt 7] aucune 100/44 44 37.5/37.5
(VERSTEGEN 10 | -HMG 1-7 Ulkg SID IM pdt 9 aucune 90/60 60 40/40

EU et al., 1997)




Il a été démontré par plusieurs études et essais clinique qu'un traitement
individuel a base d'cestrogénes peut produire chez la chienne un pro-cestrus induit
qui persiste et se suit immédiatement d'un cestrus fertile, sans aucune
administration de gonadotrophines. Le taux de succés est variable et semble étre
plus grand chez les chiennes connues pour un probléme d'ancestrus prolongé ou

persistant ou des femelles traitées vers la fin d'ancestrus [03].

3.3.3. Gonadotrophines pituitaires (FSH et LH)

Les facteurs de régulation de la durée d'ancestrus chez les chiennes
individuelles ne sont pas connus, mais la terminaison de l'ancestrus est associée a
une augmentation de la concentration sérique ou la fréquence des pulses de la LH
[36]. Les concentrations sériques de FSH sont élevées durant la plupart de
I'ancestrus au moment ou les concentrations de la LH sont basses excepté en fin
d'ancestrus. Néanmoins, La LH et la FSH semblent étre toutes les deux
folliculotropes chez la chienne car I'administration de doses pharmacologiques de
soit la LH ou la FSH seule induit I'cestrus [36], [100].

A la différence des especes de rente, I'administration de la FSH seule
chez la chienne ne produit apparemment pas d’cestrus fertile. Contrairement a la
FSH, la LH porcine purifieée administrée chez des chiennes en ancestrus a la dose
de 0.1 Ul/kg, t.i.d, pendant 7 jours a permis d’avoir 100% de pro-cestrus, 70%
d’cestrus et un taux de gestation de 35% [107]. L'interprétation de ces résultats
suggeére que la LH est le facteur endocrinien qui est déficient en ancestrus et est la
plus importante gonadotrophine et la plus déterminante dans la transition de

I'ancestrus au pro-cestrus [106].

Un protocole d'induction de I'cestrus a été établi avec des doses
combinées de FSH et LH destinée a mimer ['élévation graduelle de la FSH
endogéne coincidant avec l'augmentation de la LH pendant le pro-cestrus.
Cependant, ce protocole n'a pas été efficace. Il est important de noter que une
faible mais significative hausse en concentration sérique d'cestradiol a lieu avant le
début du pro-cestrus, grossierement 30 jours avant le début d'cestrus. La
signification fonctionnelle de cette hausse en cestradiol n'est pas connue mais elle

pourrait appréter I'axe hypothalamo-hypophyso-ovarien et initier ainsi un taux
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élevé de libération pulsatile de la LH. Ce mécanisme est supporté par l'induction
reussie d'un cestrus fertile chez les chiennes suivant I'administration de di-
ethylstilbestrol (DES) [105], [108].

3.3.4. PMSG et hCG

En plus des hormones pituitaires, des gonadotrophines exogénes "la
Pregant Mare Serum Gonadotropin (PMSG), human Chorionic Gonadotropin
(hCG) et human Menopausal Gonadotropin (hMG)" ont été utilisées en induction

de l'cestrus chez la chienne [109], [110].

De nombreux protocoles utilisant de la PMSG (Pregnant Mare’'s Serum
Gonadotropin) ont été évalués : la plupart repose sur l'utilisation de la PMSH
pendant une période de 8-10 jours a raison d’'une dose quotidienne de 20 a
500Ul/kg par voie sous cutanée ou intramusculaire, suivie d’une injection unique
de 500Ul d’hCG (Human Chorionic Gonadotropin) par voie intramusculaire. Les
premiers signes d’cestrus sont alors observés en moyenne dis a quinze jours
aprés le début du traitement, mais le taux de fertilité dépasse rarement les 50 p.
cent [59].

La PMSG est donc la gonadotrophine la plus largement étudiée pour
l'induction de I'cestrus chez la chienne, avec des protocoles allant d'injections a
fréquence hebdomadaires a une fréquence quotidienne utilisant soit la voie sous
cutanée ou intramusculaire pour I'administration (Cf Tableau 5.2). Néanmoins, il a
été rapporté a la suite d'utilisation de la PMSG un échec lutéal prématuré avec un

raccourcissement ultérieur du metoestrus et une perte de gestation [07].

L'administration de la PMSG a la dose de 20 u.i/kg/j pendant 10 j cause
souvent une hypersécrétion d'oestrogénes et pourrait provoquer un
dysfonctionnement utérin et/ou une pathologie utérine. Des taux de gestation de
50% sont atteints par I'administration de la PMSG pendant 5 jours a la méme dose
suivie immédiatement de I'administration de hCG (500u.i/chien une fois au J50) La
hCG pourrait assurer un stimulus similaire a celui assuré par I'augmentation des

pulses de la LH endogene pendant le cycle naturel [03].



TABLEAU 3.3: PMSG dans I'induction d'cestrus chez la chienne [KUTZLER MA, 2005]

NB DE PROTOCOLES RESULTATS
REFERENCE . , . \ . . Gestation%/Mise-
CHIENNES Induction d'cestrus Induction d'ovulation Preestrus%/Estrus% | Ovulation% bas%
. PMSG 187 MU*/Chien** | hCG 50 MU/Chien au moment de . .
(SCROGIE NJ; 1939) 18 IM 1x. linjection de PMSG, 78(cestrus en 2-6j) ND 50(mise-bas)
) PMSG 500Ul/Chien SID hCG 500UI/Chien SC le 10°™ j . -
(JONES GE, et al.; 1973) 6 SQ pdt 8-9j. de traitement. 100(cestrus en 10-14j) 100 Pas de saillie
PMSG 31.2-71.4 Ul/kg hCG 31.2-71.4 Ul/kg SQ le 10°™
(THUN R et al., 1977) 6 SID SC pdt 10;. j de traitement. 50(cestrus) 50 50/50
PMSG 15.6-35.7 Ul/kg hCG 31.2-71.4 Ul/kg SQ le 10°™
(THUN R et al., 1977) 7 SID SC pdt 10;. j de traitement. 57(cestrus) 57 57/57
PMSG 20 Ul/kg SID SC hCG 31.2-71.4 Ul/kg SQ le 10°™
(THUN R et al., 1977) 12 odt 10j. j de traitement. 58(cestrus) 58 58/58
PMSG 44 Ul/kg SID IM hCG 25-50 Ul/kg IM le 10°™ j de .
(ARCHBALD LF et al., 1980) 8 odt 9j. traitement. 100(cestrus en 5-19j) 80 60(gestantes)
(ARCHBALD LF et al., 1980) 5 P('jV'SG 44 Ul/kg SID SQ L‘CG 25-50 Ul/kg IM le 2 j 80(cestrus en 9-11j) 80 60(gestantes)
B pdt 9j. ‘cestrus.
(WRIGHT PJ; 1980) 8 PMSG 110 Ulkg IM | 506 100(cestrus) 87.5 ND
' jusqu'a 3x a 7j d'intervalle '
(WRIGHT PJ; 1980) 3 PMSG 110 Ul/kg IM | hCG 37-62.5 Ul/kg SC le 1% j 100(cestrus) 100 ND
' jusqu'a 3x a 7j d'intervalle | d'cestrus.
hCG 37-62.5 Ul/kg SC le 17 j
(WRIGHT PJ; 1982) 8 PMSG 18.9-31.2 UVKG | pocirus ou le 21 | de 87.5/62.5 75 ND
SID SQ pdt 14-20j. ;
traitement.
H er
(CHAKRABORTY PK et al., 1982) ND PMSG 20-50 Ul/kg IM 2x | hCG 500-1000 Ul/Chien IM le 1 100/60 ND ND
a 6j d'intervalle et 2°™ j d'cestrus.
PMSG 27.8-41.7 Ul/kg | hCG 27.8-41.7 Ul/kg IM le 10°™
(CHAFFAUX S et al., 1984) 15 SID IM pdt 10j j de traitement 100/87 100 20/20
PMSG 27.8-41.7 Ul/kg | Gonadoliberine 0.003-0.004
(CHAFFAUX S etal., 1984) 5 SID IM pdt 10j mg/kg IM le 10°™ j de traitement. 100/60 100 0/0
(NAKAO T et al., 1985) 11 PMSQ 44 Ul/kg SID IM | hCG _25-100UI/kg IM le 10°™ j 100/64 64 13/13
' pdt 9j de traitement.
PMSG 20 Ul/kg SID IM | hCG 500 Ul/Chien IM le 10°™ j | 100(pro-cestrus en 4-
(ARNOLD S et al., 1989) 17 odt 10] do traitement ) ND 35/0
PMSG 20Ul/kg SID IM | hCG 500 UI/Chien IM le 5°™ jde | 100(pro-cestrus en 4- .
(ARNOLD S et al., 1989) 6 odt 5i traitement 6i) ND 50(Mise-bas)
H eme
(WEILENMANN R et al., 1993) 14 PMSG 20 Ul/kg SID IM | hCG 500U1/Chien IM le 57 j de 100(cestrus) ND 43(Gestantes)

pdt 5j

traitement
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En outre, quel que soit la posologie de PMSG utilisée (500, 250 ou 20Ul),
et méme en limitant la durée de son utilisation a une période de cinq jours, les
concentrations d'cestradiol obtenues chez les chiennes traitées sont
excessivement élevées : I'ovulation et la phase lutéale sont anormales, et les
effets secondaires ne sont pas négligeables "thrombocytopénie, avortement et

pyromeétres" [59].

En clientéle vétérinaire, ces traitement faciles a mettre en ceuvre ont le
plus souvent des résultats décevants : I'induction des chaleurs est observée dans
50 a 60% des cas, mais le pourcentage des gestations obtenues est
généralement insuffisant (20 a 30 p. cent de mise bas au plus), surtout en regard
des risques de complications qui sont désormais bien documentés. La PMSG et
'hCG appartiennent a la famille des glycoprotéines: ces molécules sont
susceptibles d’entrainer des réactions immunitaires immédiates (choc
anaphylactique) ou a long terme (désensibilisation de l'animal d’ou un effet

diminué a plus ou moins court terme) [59].

Une autre approche utilise une préparation a base d HMG (Human
menopausal gonadotropin) qui est une hormone LH-like. La HMG avec un ratio
de 1:1 de LH:FSH biopotencies a donné un taux d'ovulation de 90% et de fertilité
de 50% [106].

Cet usage de la HMG a la dose de 2-4 u.i/kg/j pendant 9 jours, avec son
contenu LH relativement élevé, a été suggéré comme meilleur substitut de la

hausse naturelle pré-pro-cestrale en LH pendant le cycle ovarien normal [110]

3.3.5. Les anti prolactines

Plus récemment, l'utilisation des inhibiteurs de la prolactine a effet
dopaminergique (Bromocriptine, Métergoline, Cabergoline) a ouvert une nouvelle
possibilité d’induction de I'cestrus. Les protocoles utilisés sont tous fondés sur les
propriétés particuliéres de la prolactine sur le mécanisme de régulation du cycle

de la chienne [59].

La prolactine semble jouer un réle important dans l'intervalle intercestral,

probablement en affectant la sécrétion des gonadotrophines et/ou la réactivité
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(sensibilité) ovarienne aux gonadotrophines. La suppression de la sécrétion de la
prolactine par I'administration des agonistes dopaminergiques raccourcit la durée
d'ancestrus [111], [112] ou induit I'cestrus en cas d'ancestrus prolongé [113], [114].
Néanmoins, l'inhibition de la prolactine seule n'est pas suffisante pour terminer
I'ancestrus chez la chienne, car I'administration d'un antagoniste de la sérotonine
(Métergoline) entraine la suppression des concentrations de prolactine de fagon
similaire aux concentrations observées avec les agonistes dopaminergiques
(Bromocriptine et Cabergoline), mais n'induit pas d'cestrus [115]. Il est clair que
l'inhibition de la prolactine est nécessaire pour l'induction de l'cestrus. Les
chiennes qui ne répondent pas au traitement a base d'agonistes dopaminergiques
(pro-cestrus n'est pas initi€) ne montrent pas une diminution des concentrations en
prolactine [36]. Ces observations suggérent qu'une inhibition de la sécrétion de
prolactine pourrait réguler l'initiation du prostrés. KOOISTRA et al. ont rapporté
que le développement folliculaire et l'induction d'cestrus résultante a la
bromocriptine étaient associés a une augmentation des concentrations
plasmatiques de la FSH sans augmentation concomitante des concentrations de
la LH [116]. Il est important de noter que chez les chiennes a cyclicité normale, les
concentrations de prolactine pendant la fin d'ancestrus ne changent pas avant le

début de pro-cestrus [117].

Les agonistes dopaminergiques (AD) induisent avec succés un cestrus
fertile chez la plupart des chiennes, mais peuvent étre onéreux dans les pays ou
ces médicaments ne sont pas facilement disponibles a usage vétérinaire. En plus,
cette méthode d'induction de I'cestrus peut recquerir plus de 30 jours de traitement
avant que le début du pro-cestrus ne se prononce, ce qui est dépendant du stade
d'ancestrus (précoce versus tardif) [118]. En fin, les agonistes dopaminergiques a
action centrale (bromocriptine) induisent fréquemment le vomissement.
L'habituation a la bromocriptine, en commengant par de faibles doses initialement,
a été rapportée comme un moyen pour éliminer complétement le vomissement

comme un effet secondaire du traitement [119].

3.3.5.1. Agonistes de la dopamine (Bromocriptine & Caberqgoline)

Sur la base des travaux d'OKKENS et al, VAN-HAAFTEN et al et JOCHLE
et al en 1989 et les travaux de JEUKENNE et al en 1997, les agonistes
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dopaminergiques tel que la Bromocriptine et la Cabergoline ont été récemment
inclus dans les méthodes disponibles d’induction de I'cestrus avec succés dans

quelques pays Européens.

Dans le premier rapport d'induction de I'cestrus et la réduction consécutive
de l'intervalle intercestral, la bromocriptine a été administrée par vois orale chez
quatre (04) chiennes a base de 20 mg/kg deux fois par jour de 1-5 jours aprés le
pic de LH jusqu’au début du prochain pro-cestrus. L’intervalle intercestral a été
réduit significativement chez les animaux traités comparés au groupe de contréle
[123 A° 23 vs. 245 A°® 8 jours] [120]. Un taux de gestation de plus de 60% est
obtenu en utilisant le méme protocole de bromocriptine dans une étude qui
compare la bromocriptine administrée depuis le début de la phase lutéale ou a
partir de 21 jours apres le début de cette période lutéale associée au traitement a
la PMSG [111]. La phase lutéale a été réduite a 80% de sa durée normale aprés
'administration de la méme dose de bromocriptine a huit (08) chienne de race

Beagle entre les jours 1-5 et 20-24 de la phase lutéale [121].

La Cabergoline (5mg/kg/j) a été administrée oralement pendant 5 a 18
jours chez 28 chiennes a ancestrus prolongé, et toutes les femelles ont exprimé

leurs cestrus aprés traitement et sont devenues gestantes [122].

Dans une autre étude, la Cabergoline et un placebo ont été administrés
pendant 14 jours 4.5 ou 6 mois aprés I'cestrus précédent. Il n’y avait pas de
différence entre les deux groupes pour Tlintervalle intercestral [114]. La
Cabergoline a été utilisée a la méme dose 30 jours aprés le pic de LH et a réduit
I'intervalle intercestral de 216 a 66.5 jours [123]. Toutes les chiennes de I'étude ont
été saillies mais aucune d’elles n’est devenue gestante. Le faible taux de gestation
est du probablement a une involution utérine insuffisante du cycle précédent.
Néanmoins, cette étude a démontré qu’il est possible d’induire l'cestrus non

seulement pendant I'ancestrus, mais aussi pendant le di-cestrus [123].
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TABLEAU 3.4: Agonistes Dopaminergiques utilisés dans I'induction d'cestrus chez la chienne [KUTZLER MA, 2007]

NB bE PROTOCOLES RESULTATS
i 0, ise-
REFERENCE CHIENNES Induction d*cestrus Preestrus% / Estrus% bG::;tlon Yo/Mise
(1(;;)3l\)ICANNON P 5 Bromaocriptine 0.05 mg/kg PO BI jusqu'a pro-cestrus. 80(pro-cestrus en 28j) ND
gYA1N985|f AFTEN B et 6 Bromocriptine 0.02 mg/kg PO BID jusqu'a proestrus. 100 (pro-cestrus en 47 + 2j)
(lgg;ENS ACetal.; 4 Bromocriptine 0.02 mg/kg PO BID 100 (pro-cestrus en 123 + 46j) ND
(Z%E:I,";ERINK NJetal.; 6 Bromocriptine 0.05 mg/kg PO BI jusqu'a pro-cestrus. 100 (pro-cestrus en 136 + 16j) Pas de saillie
(Z%E:;‘;ERINK NJetal; 6 Bromocriptine 0.02 mg/kg PO BI jusqu'a pro-cestrus. 100 (pro-cestrus en 96 + 6j) Pas de saillie
(zl?)g;ERINK NJetal,; 8 Bromocriptine 0.05 mg/kg PO BI jusqu'a pro-cestrus. 100 (pro-cestrus en 92 + 11j) Pas de saillie
(ZOLDAG L etal.; Bromocriptine 0.3 mg/chienne pdt 3j puis 0.6-2.5 mg/chienne PO SID continuer 3-6
2001) 48 j apres le début d'cestrus 100 (estrus) 83 (gestantes)
(1%87’\)|CANNON P; Nd Bromocriptine 0.10 mg/kg PO SID jusqu'a pro-cestrus 80 (pro-cestrus en 17-28j) ND
(CIRIT U et al.; 2006) 10 Cabergoline 0.005 mg/kg PO SID jusqu'au 2°™ j du pro-cestrus ou pdt 42 j. 80 (pro-cestrus) 60 (gestantes)
(Cirit U et al.; 2006) 19 Cabergoline 0.0006 mg/kg PO SID jusqu'au 2°™ j du pro-cestrus ou pdt 42 j. 73.7 (pro-cestrus) 57.9 (gestantes)
(Cirit U et al.; 2006) 8 Cabergoline 0.0006 mg/kg PO SID jusqu'au 2°™ j du pro-cestrus ou pdt 42 j. 100 (pro-gestrus) 75 (gestantes)
(JOCHLE W ET AL ; . 0 100 (pro-cestrus en 5-10g apres
1989) 28 Cabergoline 0.005 mg/kg PO SID pdt 7-10j. dernier jour du traitement) 93.3 (gestantes)
(GOBELLO et al.; 2002) 5 Cabergoline 6mg/kg SID PO jusqu'au 2°™ j du pro-cestrus. 100 (pro-cestrus en 16.2 + 12.7j) 100 (mise-bas)
%_E_RggngN JPET 5 Cabergoline 0.005 mg/kg PO SID jusqu'a 3-8g aprés début d'cestrus ou pdt 40j. 80 (pro-cestrus en 20 + 3j) 60 (gestantes)
%_E_REEEEEN JPET 5 Cabergoline 0.005 mg/kg PO SID jusqu'a 3-8g apres début d'cestrus ou pdt 40j. 100 (pro-cestrus en 14 + 3j) 100 (gestantes)
I(A\\/LE.Rlsg'lg')IS)GEN JPET 5 Cabergoline 0.005 mg/kg PO SID jusqu'a 3-89 aprées début d'cestrus ou pdt 40j. 100 (pro-cestrus en 6 + 1j) 80 (gestantes)
(2%(0)1L)DAG Letal; 13 Cabergoline 6mg/kg SID PO jusqu'au début d'cestrus ou 14j. 84.6 (pro-cestrus en 6 -14j)/84.6 84.6
(ROTA Acetal.; 2003) 12 Cabergoline 0.005 mg/kg PO SID jusqu'a transition proestrus-oestrus. 83 (pro- cestrus en 23.5 + 3.2j) 83 (mise-bas)
%%%KENNE Petal.; 5 Cabergoline 0.005 mg/kg PO SID du 30°™ j aprés pic-LH jusqu'au début d'cestrus. 80 (pro-cestrus en 23.5 + 5j) 0 (gestantes)
(OKKENS AC et al.; Pas de raccourcissement de
1996) 7 Metergoline 0.1 mg/kg PO BID l'intervalle intercestral comparé au
contrdle.
: _ A ' _ eme
(HANDAJA KUSUMA 12 Mgtergollne 0.56-1.2 mg/kg IM chaque 3j jusqu'au pro-cestrus ou 40°™ j de 83.3/83.3 75 (mise-bas)
PS et al.; 1993) traitement.
(HANDAJA KUSUMA 8 Metergoline 0.56-1.2 mg/kg IM chaque 3j jusqu'au pro-cestrus ou 40°™ j de 100/100 50 (mise-bas)

PS et al.; 1993)

traitement.




Dans une autre étude, 14 chiennes ont été traitées a la méme dose de
Cabergoline, au début (jour 93-108), au milieu (jour 123 — 156) et a la fin (jour 161
— 192) d'ancestrus [124]. Le traitement s’est traduit par des intervalles
intercestraux plus courts et plus synchrones que dans le groupe de contréle.
L’effet du traitement a été plus rapide vers la fin qu’au début de I'ancestrus
(moyenne 6 vs. 20 jours respectivement). Les cycles induits ont eu des
caractéristiques hormonales et une fertilité normales [124]. 12 de 14 femelles

traitées sont devenues gestantes et ont donné naissance a des portées normales.

Dans une étude utilisant les agonistes dopaminergiques pour terminer la
gestation, la Cabergoline orale a la méme dose a été combinée a une
administration quotidienne de cloprostenol (1mg/kg) a partir du jour 25 apres le pic
de LH, et un raccourcissement significatif de l'intervalle intercestral a été obtenu
(98+/-51 vs. 200+/-26 jours) [124].

3.3.5.2. Antagoniste de la sérotonine (Métergoline)

Dans la premiére étude comparative qui a utilisé de la Métergoline
intramusculaire a la dose de 12.5 mg par chienne chaque trois (03) jours
commengant entre les jours 78 et 161 aprés pro-cestrus chez dix (10) chiennes de
race Beagle ; lintervalle intercestral a été significativement raccourci chez le
groupe de traitement par rapport au groupe de contrble [moyenne 144 jours vs.
207 jours respectivement] [125]. Toutes les chiennes de I'étude ont eu une
ovulation confirmée par un accroissement du taux de la progestérone, et neuf (09)
sont devenues gestantes. Par comparaison au traitement a la PMSG, la
metergoline seule a donné le meilleur résultat par rapport a la metergoline
associée a la hCG, malgré I'effet vomitif de la dose élevée (1mg/kg) utilisée [125].
Un protocole similaire a été appliqué chez 18 chiennes 113 et 236 jours apres le
début d'cestrus jusqu’au prochain pro-cestrus, ayant un intervalle intercestral
moyen de 169 jours. La méme dose de metergoline a été administrée chez 12
chiennes Beagle dans une autre étude [126]. Aprés 17 jours de traitement I'cestrus
est induit, 9 chiennes de 12 sont devenues gestantes et la période intercestrale a
été réduite de plus de 2 mois [126]. La dose élevée utilisée dans les études
susmentionnées semble onéreuse pour le traitement des grands chiens. A

présent, la metergoline est vendue sous forme orale. La metergoline orale (0.1
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mg/kg deux fois par jour) administrée chez 7 chiennes Beagle 100 jours aprés
ovulation a induit une diminution significative du taux de la prolactine, cependant,
l'intervalle intercestral n’a pas été différent entre le groupe de traitement et le

groupe de contréle [127].

L’action de la Métergoline sur la durée de l'intercestrus a également fait
'objet de plusieurs publications. Administrée a la dose de 1mg/kg par voie
intramusculaire ou sous cutanée, tous les trois jours jusqu’a l'obtention des
premiers signes cliniques d’cestrus (neuf a quinze jours de traitement), la
Métergoline a permis d’obtenir une anticipation rapide de I'cestrus suivant, lorsque
le traitement est instauré entre le 90° et 150eme jours qui suivent les précédentes
chaleurs : I'ovulation est confirmée chez 83% des chiennes traitées et la gestation

a été menée a terme dans 60 a 75 % des cas.

Comme aucune forme commerciale de Métergoline administrable par voie
parentérale n’est disponible, une étude a été réalisée avec une préparation orale :
administrée a raison de 0.1mg/kg par voie orale deux fois par jour (limité a la
dose émétisante), la metergoline n’a induit aucune réduction de la durée de
I'intercestrus. L’activité exclusivement anti-sérotoninergique de la Métergoline a

cette concentration pourrait expliquer I'insuccés de ce dernier protocole.

3.4. Conclusion

Le premier objectif des traitements d’induction artificielle de I'cestrus est
aujourd’hui de restaurer la fonction de reproduction dés lors qu’un intervalle
intercestral anormalement prolongé est observé, non seulement en provoquant
I'cestrus, mais surtout en induisant une ovulation, suivie d’'une fécondation et d’une
gestation qui aboutisse a la naissance de chiots en bonne santé. Un second
objectif pour les éleveurs 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 plus simplement la

compensation des conséquences financiéres d’un cycle non gestant [59].

Malgré les progrés considérables réalisés ces derniéres années dans les
domaines de la physiologie de la reproduction canine, I'endocrinologie de

'ancestrus demeure encore imparfaitement connue. Toute fois il est aujourd’hui
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admis que l'ancestrus ne constitue pas une période de repos sexuel complet : il
s’accompagne d’une folliculogenése partielle pendant laquelle les follicules formés
subissent une atrésie, et que la maturation ne poursuit son évolution qu’a la fin de
'ancestrus. L'’initiation d’'un nouveau cycle correspondrait ainsi a une transition
programmee entre I'ancestrus et le pro-cestrus suivant, une transition qui serait
déterminée comme pour chaque phase du cycle par des variations endocriniennes

spécifiques.

De nombreux protocoles d’induction des chaleurs ont été expérimentés
chez des chiennes saines avec des résultats parfois encourageants, mais souvent
peu répétables. Donc, a I'exception de la Cabergoline (Galastop®, Boehringer) qui
possede une licence pour l'induction d'cestrus chez la chienne, les éleveurs canins
et propriétaires doivent rester prudents et conscient que la plupart de ces

traitements demeurent toujours expérimentaux [07].

L’utilisation des agonistes dopaminergiques pour mettre un terme
précoce a l'ancestrus permet I'obtention d'un ocestrus physiologique et d'une
ovulation spontanée. Cependant, la durée du traitement peut beaucoup varier en

fonction du stade du cycle cestral [107].

Désormais le praticien dispose de protocoles utilisant des molécules a
activité anti-prolactine (Cabergoline en particulier) dont [lefficacitée a été
démontrée, tant en laboratoire qu’en clientéle vétérinaire, surtout lors d’ancestrus

pathologique [04].

Il est enfin important de signaler qu'en présence d'une infertilité,
l'instauration d’un traitement efficace n’est possible qu'aprés une démarche
rigoureuse fondée sur 'anamnése, un examen clinique complet et des examens
complémentaires judicieusement choisis (dosages hormonaux), qui permettent le
plus souvent de préciser I'étiologie. Il convient également de se souvenir que la
détermination de la période optimale de la fécondabilité et le recours éventuel a
'insémination artificielle si nécessaire sont deux éléments quasi-incontournables

de la démarche [59].
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CHAPITRE 4
ETUDE DES MOLECULES ANTI PROLACTINES

4 .1. Introduction

Les dérivés synthétiques de l'ergoline (ergot de seigle), agonistes des
récepteurs dopaminergiques (Bromocriptine et Cabergoline) ont été utilisés depuis
longtemps en pharmacie humaine dans le traitement des hyper-prolactinémies et
le traitement de la maladie de Parkinson (Parlodel® et Dostinex®). En pharmacie
vétérinaire, la Cabergoline a été utilisée dans le traitement des lactations
nerveuses chez la chienne (Galastop®) pour son effet antagoniste de la
prolactine, qui jusqu'alors, était considérée chez les femelles carnivores comme

hormone de lactation a l'instar des autres femelles mammiféres.

Tableau 4.1: Médicaments antagoniste de la prolactine commercialisés et

utilisables pour la maitrise de la reproduction chez la chienne [ENGLAND G;

2004].
Médicament Nom Commercial Formulation Laboratoire
Boehringer  Ingelheim
GALASTOP
Sol Buv 5ug/ml Ltd
CABERGOLINE CEVA Santé Animale
DOSTINEX* Cp de 0.5 mg Pharmacia
Cp de 1mg et 2.5 | Novartis
BROMOCRIPTINE | PARLODEL*
mg Pharmaceutical UK Ltd

(*): Spécialité de la pharmacie humaine.

L'intérét porté a I'étude de ces molécules a grandit considérablement avec
la découverte de l'importance capitale que revét la prolactine dans le contréle du
systéme de reproduction chez les femelles carnivores domestiques et sauvages
[128].

Il est évident aujourd’'hui que la prolactine est le facteur lutéotrope primaire
de la phase lutéale gestante et non gestante. Le corps jaune apparait initialement
Oéme

comme autonome, puis a partir du 2 jour, les concentrations sériques de la

prolactine s'élévent pour se maintenir a un plateau pendant le reste de la phase
lutéale [128], [03], [129].
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Depuis, beaucoup d'essais cliniques randomisés se sont succédés a la
recherche d'une meilleure compréhension des roles de ses substances dans le
contrble de la reproduction des petites espéces animales et également a la
recherches de nouvelles applications utiles dans la maitrise de leur reproduction
[36], [04].

La recherche pratique nous a démontré par le biais de ces séries d'essais
cliniques randomisé que l'utilisation des anti-prolactines provoque la chute de la
prolactinémie et par conséquent la chute de la progestéronémie plasmatique. Il a
été ainsi démontré qu'une suppression prolongée de la prolactine aboutit a la
terminaison de la phase lutéale et la femelle entre en ancestrus. L'administration
continue des anti-prolactines pendant l'ancestrus provoque un retour en cestrus
anticipé. Cependant, le mécanisme par lequel ces anti-prolactines induisent
I'cestrus demeure imparfaitement élucidé incitant les chercheurs a pousser plus
loin leurs investigations. [106], [03], [130], [131], [128], [07].

4.2. Rappel sur la physiologie du Systeme Nerveux Central et
Périphérigue

Le Systéme Nerveux intervient dans le contréle conscient et inconscient
de la motricité de base et de I'activité sensorielle. Le Systéme Nerveux comprend
une hiérarchie a savoir: les fibres afférents partant des tissus périphériques vers la
moelle épiniére et constituent la perception des sensations externes et des
fonctions de l'organisme; les fibres efférentes provenant de la moelle épiniére et
régulent l'activité des tissus périphériques et finalement le Systéme Nerveux
Central qui débute par la moelle épiniére et connecte les neurones afférents et
efférents au Systéme Nerveux Périphérique avec le cerveau qui réalise le

traitement supérieur de l'information et le contrdle exécutif [133].

Le neurone est donc I'élément de base du Systeme Nerveux Central et
Périphérique. Les neurones se connectent les uns aux autres par le biais des

synapses. Ces derniéres sont alors a la base de la communication neurochimique.

Il existe des synapses dites électriques, ou jonctions communicantes; ou
les ions sont les transmetteurs et des synapses conjointes ou les transmetteurs

sont ioniques et chimiques.
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La libération du neurotransmetteur et son effet dépendent du potentiel
membranaire de repos du neurone et du potentiel d'action. Certains
neurotransmetteurs inhibent le déclenchement des potentiels d'action en
hyperpolarisant le neurone. Il existe des récepteurs pour plus de 300 molécules

endogeénes; actives sur le systéme nerveux.

Tableau: 4.2: Principales classes des récepteurs et des transmetteurs du SNC
[PAGE CP et al.; 1999]

PRINCIPALES CLASSES
DES RECEPTEURS ET DES TRANSMETTEURS
DU SYSTEME NERVEUX CENTRAL

TRANSMETTEURS RECEPTEURS
GLUTAMATE NMDA, Non-NMDA
GABA GABAA GABAg
GLYCINE GLYCINE (sensible a la strychnine)
ACETYLCHOLINE NICOTINIQUE MUSCARINIQUE
5-HT 5-HT1aq 9-HT27
NORADRENALINE a1, a2; Bis
DOPAMINE Dis
CHOLECYCTOKININE CCK, CCKg

Légende: CCK: Cholécystokinine; GABA: Acide gamaaminobutyrique; 5-HT: 5-hydroxytryptamine;
NMDA: N-méthyl D-aspartate.

Un neurotransmetteur est une molécule synthétisée dans un neurone et
libérée dans des quantités physiologiqguement significatives, en réponse a un
potentiel d'action. |l est alors enlevé ou désactivé dans le neurone ou l'espace
synaptique. Une telle molécule administrée comme un médicament exogene
reproduit les effets du neurotransmetteur. Une molécule remplissant certains de

ces critéres est désignée sous le nom de neurotransmetteur possible.

Les neuromodulateurs sont des molécules qui modulent la réponse d'un
neurotransmetteur, alors que les neuro-hormones sont de substances libérées

dans le sang et agissant sur les neurones.

Cinq types de récepteurs de la dopamine (D1-D5) ont été, jusqu'a présent,
isolés dans le systeme nerveux. Ces récepteurs D1-D5 stimulent la formation de

I'AMPc en activant une protéine G stimulante, alors que les récepteurs D2; D3 et
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D4 inhibent la formation de I'AMPc en activant une protéine G inhibitrice. On
trouve beaucoup plus des récepteurs D2 que de D3 et D4. Les récepteurs D3 sont
surtout localisés dans le nucleus accumbens (un noyau du septum du systeme
limbique) et les récepteurs D4 sont particulierement concentrés dans le cortex
frontal médian [133].

Chez I'nomme par exemple, il existe une variété de voies ou de faisceaux
dopaminergiques a savoir: le faisceau nigrostrial, le  faisceau
mésolimbique/mésocorticale et le faisceau tubéro-infundibulaire. Les corps
cellulaires se trouvent dans le noyau arqué et la zone périventriculaire de
I'hnypothalamus et donne des projections dans linfundibulum et I'hnypophyse

antérieure. La dopamine inhibe la libération de la prolactine dans ce faisceau.

La dopamine est synthétisée par la voie commune des catécholamines et
est métabolisée par deux enzymes a savoir la MAO-B qui est intra neurale et la
catéchol-o-méthyl transférase (COMT) qui est extraneuronale. Le métabolite
principal est I'acide homovanillique (HVA).

On estime que les récepteurs D2 des cellules lactotropes de
I'antéhypophyse sont les récepteurs dopaminergiques les plus importants dans
I'action des anti-prolactines agonistes de la dopamine. La puissance et l'efficacité
de ces produits sont corrélées avec leur affinité pour les récepteurs D2 (Voir
Figure 4.1).

Réceateur
Lz

Figure 4.1: Voies de signalisation présumée du récepteur dopaminergique
D2 dans la cellule lactotrope. Réalisé en collaboration avec Graphmed, Liége,
Belgique. [BECKERS A, SOCIN HV., 2000]



105

4.3. Etude des anti-prolactines agonistes de la dopamine

Les agonistes dopaminergiques, comme leur nom lindique, sont des
substances qui stimulent les récepteurs dopaminergiques précédemment cités.
On peut distinguer les agonistes a effet périphériques dominant qui pénéetrent mal
dans le cerveau, et les agonistes a effet central dominant qui pénétrent bien dans

le cerveau. Le principal agoniste de ce type est la dopamine

Les agonistes dopaminergiques a effets centraux traversent la barriére
hémato-encéphalique et possédent des effets centraux de type neurologique et
endocrinien. lls sont utilisés dans le traitement de I'hyper-prolactinémie et le

Parkinson particuliérement chez I'homme.

Ce sont des dérives de l'ergot de Seigle comme la bromocriptine, le
lisuride, le pergolide et la Cabergoline et des molécules non dérivées de I'ergot de
Seigle comme l'apomorphine, le piribedil, le quinagolide, le robinirole et le

pramipexole.

Les agonistes dopaminergiques a effets centraux ont des effets
indésirables mais dont la fréquence et I'importance différent selon les produits et

dépendent de la durée d'utilisation.

En cas d'effet indésirable grave ou de surdosage, l'arrét transitoire ou
définitive du médicament en cause est nécessaire, il est de plus possible de
recourir a un antagoniste des récepteurs dopaminergique, soit a effet périphérique

comme la dompéridone, soit a effet central comme un neuroleptique.

4.3.1. Pharmacie chimique des anti-prolactines agonistes de la dopamine

Chimiquement, la Cabergoline est la 1,6 dimethyl-83
carbobenzyloxyaminométhylergoline, comme la bromocriptine (Parlodel"®) et la
metergoline (ContralacND), elle appartient a la classe pharmacologique des
inhibiteurs de la prolactine. Sa formule développée est représentée par la Figure
6.3.

La Cabergoline est un agoniste dopaminergique. Elle stimule directement

les récepteurs a dopamine de l'antéhypophyse et entraine ainsi l'inhibition de la
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synthése de la prolactine. Il en découle un arrét de la production lactée lors des

phénomeénes de pseudo gestation [134].

La structure chimique de la Cabergoline (Cf Figure 6.3) trés proche de
celle de la Métergoline permet de comprendre des propriétés pharmacologiques

analogues a cette derniére.

La principale différence se situe au niveau des effets secondaires dans la
mesure ou la composante comportementale prépondérante dans la Métergoline
est beaucoup moins marquée avec la Cabergoline. Cependant, les études
montrent que la tolérance a la Cabergoline est bonne chez I'animal de laboratoire
autant que chez l'espece ciblée. Les doses létales orales sont de I'ordre de plus
de 200 mg/kg pour la toxicité aigue [134].

4.3.2. Pharmacocinétique des anti-prolactines agonistes de la dopamine
L'absorption digestive de la Cabergoline est importante. Elle se concentre

de fagon conséquente dans le foie, les glandes surrénales, la rate, les reins et les

poumons, et de fagon moindre dans les ovaires, I'utérus et le cceur [135].

Aprés administration orale du produit marqué, le produit est absorbé au
niveau du tractus gastro-intestinal avec une concentration plasmatique maximale
de radioactivité entre 0.5 et 4 heures. La molécule mere subit vraisemblablement

une forte dégradation.

Dix jours aprés I'administration, environ 18 et 72% de la dose radioactive
sont respectivement éliminés dans les urines et les féces. Le produit inchangé
éliminé dans les urines représente 2 a 3 % de la dose. 7 a 9 % de la dose sont

retrouvés sous forme de métabolites dans les urines.

La demi-vie d'élimination de la Cabergoline, estimée indirectement a partir
des taux d'excrétion urinaires, est longue (de 63 et 68 heures chez les volontaires
sains, de 79 et 115 heure chez les patients hyper-prolactinémiques). La variabilité
inter-individuelle est trés grande (et les valeurs des concentrations plasmatiques
sont fréquemment inférieures aux limites de quantification des méthodes de
dosages utilisées).

L'état d'équilibre serait atteint aprés 4 semaines. La liaison aux protéines
plasmatiques est de 41 a 42% dans une gamme des concentrations de 0.1 a 10

ng/ml.



107

Cabergoline
CH 4
|
CHCHLCHN—CH,
|
0 M~ O CHLSCH

N—CH, —CH=CH,
|_|

r;“' Bromocriptine
H

|_|

-
__er/,f

! |

|

H Br

Dopamine
HO CHLCHLoNH,

(o L

Figure 4.2: Structure chimique de la Cabergoline comparée a celle de la
bromocriptine et de la dopamine.
[BECKERS A, SOCIN HV., 2000]
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La Cabergoline présente une élimination plasmatique lente. Sa demi-vie
est de 17 a 24 heures, et la demi-vie minimale de sa fixation hypophysaire est de
60 heures. En conséquence, apres l'interruption de son administration, I'action de
la Cabergoline se prolonge au-dela de 48 heures [136], [137]. Son élimination est
essentiellement urinaire, elle est représentée par une courbe bi phasique avec un
premier pic a 7 h 30mn apres son administration et un second pic 65 heures aprés
[137].

Chez l'insuffisant rénal, il semble que les modifications d'excrétion soient
mineures; chez l'insuffisant hépatique sévére, une diminution du métabolisme de
la molécule est constatée, entrainant une augmentation de concentrations

plasmatiques de la Cabergoline et de ses dérivés.

4.3.3. Pharmacologie des anti-prolactines agonistes de la dopamine

La Cabergoline est un dérivé de l'ergoline caractérisé par un effet
inhibiteur de la prolactine. La Bromocriptine appartient a cette famille des dérivés
de l'ergot de seigle. Un agoniste de la dopamine, elle-méme un Prolactin Inhibiting
Factor (PIF) [135].

La Cabergoline a wune action centrale positive sur les voies
dopaminergiques (molécule agoniste dopaminergique de type D2), au niveau
hypothalamo-hypophysaire et une action périphérique sur l'adéno-hypophyse:
effet agoniste spécifique, puissant et prolongé sur les récepteurs D2 des cellules
lactotropes; stimulation de la CTZ de l'aréa posterema : faible effet hypotenseur.
[136], [137].

La Cabergoline est la molécule la plus puissante parmi les anti-prolactines
existant en médecine vétérinaire et humaine. Son effet est, par exemple, six fois

plus puissant que celui de la Bromocriptine [137].

Cette action est également de longue durée. Cela s'explique par la

persistance de la Cabergoline dans I'hypophyse durant plusieurs jours.

Enfin, son activité est sélective: la Cabergoline n'a pas d'autre action

endocrine et est pratiguement dénuée d'effets centraux (marge de sécurité
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importante, au contraire de la Bromocriptine qui induit de nombreux

vomissements) [138].

Le traitement a base de dérivés de l'ergoline inhibe de fagon rapide et
prolongée la sécrétion de prolactine. La période lutéale est diminuée de 78% chez
les chiennes traitées a la Bromocriptine en comparaison aux chiennes témoins
[135].

Lorsque des chiennes gestantes ou non sont traitées par une anti-
prolactine (Metergoline), l'intervalle intercestral est diminué de fagon significative
[126].

Les schémas de sécrétion de la progestérone sont identiques chez les
chiennes traitées & la bromocriptine entre le 1°" et le 5°™ jour et entre le 20°™ et
24°™ jour du cycle lutéal et les chiennes non traitées. Cela met en évidence que
le corps jaune est indépendant de la prolactine jusqu'au 40°™ jour de la gestation
[139].

De faibles taux de LH sont nécessaires au fonctionnement du corps jaune,
au contraire, de fortes concentrations en prolactine sont nécessaires durant la
seconde partie de vie du corps jaune. Cette affirmation trouve un écho dans les
conclusions de FERNANDES et al, en 1987, qui montrent que la concentration

Oéme

des récepteurs a prolactine est maximale au 4 jour de la phase lutéale [139].

Les agonistes dopaminergiques administrées chez une femelle gestante,
entrainent systématiquement un avortement par une diminution brutale de la
libération de la progestérone. Une progestéronémie inférieure a 2 ng/ml
(équivalent a 6nmol/l) est la preuve du succés du traitement a la Cabergoline
[140]. Le niveau de sécrétion basale de progestérone est atteint en 2 a 5 jours

(lutéolyse fonctionnelle) [136].

La stimulation dopaminergique peut causer des nausées ou des
vomissements et ceci représente l'effet secondaire principal notamment de la
Bromocriptine. On peut assister aussi a une léthargie et une constipation
occasionnelle. Ces effets secondaires sont beaucoup moins prononcés avec la

Cabergoline. Il est possible de réduire ces effets avec la Bromocriptine en utilisant
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le minimum de dose efficace et en mélangeant le médicament avec un aliment. ||
est a noter ici que les antiémétiques spécifiques tel que la métoclopramide
peuvent prévenir les vomissements, cependant, leur utilisation n'a pas de sens
pharmacologique, car ils agissent par le méme biais des récepteurs

dopaminergiques [128].

4.3.4. Mode d’action de déclenchement des chaleurs des agonistes
dopaminergiques

Les agonistes dopaminergiques utilisés pour induire l'cestrus chez la
chienne sont des dérivés de l'ergot qui inhibent la sécrétion de la prolactine. lls
régulent laction dopaminergique (Bromocriptine et Cabergoline) et
sérotoninergique (Métergoline). La Métergoline qui est un antagoniste de la
sérotonine décroit les concentrations de la prolactine et exerce également un effet
agoniste dopaminergique quand elle est utilisée a des fortes doses indiquées pour
'induction de l'cestrus. Pour cette raison, le méme mécanisme d’action est

proposé pour les trois molécules [04].

Le meécanisme précis des agonistes dopaminergiques dans le
raccourcissement de l'ancestrus n’est pas encore parfaitement connu. Il reste a
déterminer si cette action provoque une diminution de la concentration en
prolactine par son effet dopaminergique ou par une action dopaminergique directe
sur I'axe gonadotrophique ou sur les récepteurs gonadotrophiques ovariens. La
prolactine possede quelques effets anti-gonadotrophiques et/ou des effets de
diminution de la réponse ovarienne aux gonadotrophines chez certaines espéces
animales, bien que l'interaction exacte entre la prolactine et les gonadotrophines
n’est pas encore connue chez la chienne. La prolactine diminue lentement depuis
la fin du Metoestrus jusqu’a la fin de I'ancestrus, et les agonistes dopaminergiques

induisent I'cestrus chez la chienne.

Des études ont montré que les concentrations de la FSH sont élevées et
les concentrations de la LH sont faibles pendant presque tout I'ancestrus. La FSH
et la LH augmentent progressivement a la fin de la période d’ancestrus. Cet
accroissement de la concentration en LH cause probablement une amplification
de la folliculogenése a la fin de I'ancestrus. Inversement, il a été récemment

rapporté un accroissement de la concentration en FSH sans augmentation
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concomitante de la LH chez les femelles induites a la bromocriptine. Cette
découverte indique que la bromocriptine cause [l'accroissement de la
concentration en FSH qui a son tour augmente le développement folliculaire.
L’absence de corrélation entre la prolactine et la LH et dautre part la
concentration basale en prolactine pendant I'ancestrus sont deux éléments en
défaveur de I'hypothése qui implique la prolactine dans la terminaison de

'ancestrus.

D’ailleurs, le raccourcissement de [lintervalle intercestral obtenu par
administration de la Métergoline a des doses élevées dites dopaminergiques et
non obtenu par les faibles doses usuelles dites anti-sérotoninergiques suggeére
I'existence d'un effet non dépendant de l'inhibition de la prolactine mais une autre
action agoniste dopaminergique. Les études conduites sur les rats ont mis en
évidence un effet stimulateur direct de la dopamine dans la synthése de la GnRH
par les neurones hypothalamo-hypophysaires. Ces résultats concordent avec les
résultats rapportés précédemment qui montrent que la GnRH est produite par
'éminence médiane en réponse a l'administration centrale de la dopamine,
cependant les résultats obtenus chez les rats semblent hétérogénes et
I'extrapolation a I'espece canine hypothétique. Le role des voies dopaminergiques
dans le contrble de la sécrétion gonadotrophique demeure inconnu chez la
chienne [04].

Il a été également postulé que les agonistes dopaminergiques ont un effet
direct sur les ovaires. Il est possible que la Cabergoline puisse provoquer la
maturation des récepteurs ovariens des gonadotrophines par son action agoniste
dopaminergique. Il en est conclu qu’a présent I'hypothése la plus plausible pour
expliquer l'action des agonistes dopaminergiques semble étre un effet de
stimulation directe soit par libération des gonadotrophines ou bien par une action

sur le tissue ovarien [04].

4.4. Conclusion

Les applications cliniques de ces protocoles d'induction de [l'cestrus
comprennent le traitement de [l'ancestrus primaire et secondaire et le

raccourcissement des intervalles interoestraux chez la chienne a des fins
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d’élevage. Les agonistes dopaminergiques tel que Bromocriptine et Cabergoline
ont été réecemment inclus avec succes dans les méthodes d’induction de I'cestrus.
La plus plausible des hypotheses expliquant le mécanisme d'action semble étre un
effet stimulateur direct des agonistes dopaminergiques soit par libération des
gonadotrophines soit par action directe sur le tissu ovarien. En dépit du fait que le
mécanisme d’action n’est pas complétement élucidé, ces protocoles d’induction

sont efficaces dans l'induction d’'cestrus fertile chez la chienne [04].
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CHAPITRE 5
PARTIE EXPERIMENTALE

5.1. Introduction et Objectifs

Les anti-prolactines notamment agonistes de la dopamine représentent
actuellement le meilleur outil pour instaurer un protocole d'induction de I'cestrus
chez la chienne sur le plan efficacité, sécurité, simplicité et colt aussi [08], [59].
Beaucoup d'études comparatives dans la littérature évaluent l'efficacité des
différents protocoles d'induction chez la chienne par des essais cliniques ou dans
des conditions expérimentales. La Cabergoline a été évaluée comparativement a
la Busereline (Agoniste de la GnRH) par des essais cliniques et s'est avérée

pratiquement plus efficace [09].

Cependant, aucune évaluation comparative n'a été faite jusque la entre
les deux anti-prolactines agonistes dopaminergiques disponibles et utilisables
pour l'induction de l'cestrus chez la chienne qui sont la Bromocriptine et la

Cabergoline.

Le vétérinaire Algérien qui en clientéle se trouve en face d'une indication
d'induction de I'cestrus chez la chienne, ne trouve dans l'arsenal médicamentaire
qui lui est accessible que le Parlodel® pour la Bromocriptine dans la pharmacie
humaine et le Galastop® pour la Cabergoline dans la pharmacie vétérinaire (Cf
Tableau 4.1).

A priori, et pour des raisons de disponibilité et colt, le choix est en faveur
du Parlodel® qui est disponible dans notre pays par rapport au Galastop® et qui
colte beaucoup moins chair. Si le Parlodel® s'avére cliniquement plus efficace ou
aussi efficace et inoffensif que le Galastop®, il représentera alors le produit de
choix a recommander pour le déclenchement volontaire des chaleurs chez la

chienne en clientéle vétérinaire dans notre pays.

L’'objectif de cet essai clinique est de répondre a cette question et
d’évaluer comparativement I'efficacité clinique de deux protocoles de traitement a
base de ces deux molécules (Bromocriptine versus Cabergoline) dans l'induction

de l'cestrus chez la chienne domestique en Algérie. Cette évaluation a été faite au
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vue de plusieurs critéres a savoir le taux d’induction, le taux de gestation, le taux
de natalité, la taille de la portée (prolificité), la durée du traitement, le
raccourcissement de lintervalle intercestrus (raccourcissement de l'ancestrus) et
I'effet sur la durée de l'intercestrus du cycle suivant le cycle induit (retour en

chaleur aprés cycle induit).

Vers la fin, les données cytologiques (frottis vaginaux) et hormonales
(dosages de la progestérone) recueillies a travers la période d'étude ont été
exploitées statistiquement en vue d'évaluer un sens de corrélation entre la
progestéronémie et les taux cellulaires (taux d'éosinophilie taux de basophilie),
puis d'affiner cette corrélation par [I'application de certains criteres a ces

parametres hormonaux et cellulaires.

Durant le prcestrus, la progestéronémie est inférieure a 2ng/ml de sérum
[141]. Donc au tout début de cette phase, il apparait que la mesure de la
progestéronémie fait doublon avec les frottis vaginaux. L'objectif de cette étude
statistique était de trouver un ou plusieurs critéres cytologiques déterminant un
seuil bas de progestéronémie c'est a dire permettant d’affirmer que le taux de
progestérone est inférieur a 2ng/ml. Ceci éviterait donc de faire des mesures

colteuses et inutiles de cette hormone en début de pro-cestrus.

Cette approche differe de celle de l'induction, car la population d’étude ici
n‘est plus représentée par les seize chiennes qui constituaient le cheptel
expérimental lors des essais cliniques d’induction précédents, mais elle est
représentée cette fois-ci par 'ensemble des données recueillies pendant toute la
période d’étude et pour lesquelles la méme chienne peut étre reconsidérée

plusieurs fois dans des cycles de suivi différents.
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5.2. Matériels et méthodes

5.2.1. Lieu de I'expérimentation (CFC/GN de Bainem)

L’expérimentation a été réalisée au niveau du Centre de Formation

Cynotechnique de la Gendarmerie Nationale de Bainem, qui est un centre
spécialisé de la Gendarmerie Nationale chargé de la formation du personnel
militaire destiné au domaine de la cynotechnie c'est-a-dire I'emploi utilitaire des
chiens de service de Gendarmerie (Cf APPENDICE B).

Le Centre de Formation Cynotechnique de la Gendarmerie Nationale
dispose de chenils conformes aux normes zootechniques requises en matiére
d'habitat des chiens et dispose des moyens humains et matériels lui permettant

d'assurer aux chiens qu'il accueille soins et confort psychologique.

5.2.2. Cheptel canin expérimental

Le cheptel expérimental est constitué de seize chiennes (n = 16)
domestiques vivant dans le chenil du Centre de Formation Cynotechnique de la
Gendarmerie Nationale, logées chacune dans une courette individuelle en respect

des conditions sanitaires et de confort psychologique.

Elles sont nourries a base d’aliment sec industrialisé de qualité super
premium, en une seule ration quotidienne distribuée en fin de journée, et

abreuvées a volonté (Ad Libitum).

Pour chaque chienne, le CFC/GN détient un dossier médico-administratif

complet.

Le suivi médical depuis l'arrivée de chaque chienne au centre figurait sur
son dossier. Il contenait les pesées mensuelles, les dates de vaccination ainsi que

les antécédents pathologiques accompagnées de leurs traitements.

La carriere 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.



116

En dehors du cadre de la présente expérimentation, ces chiennes sont
soumises a un suivi sanitaire périodique et un contréle médical continu assurés
par le Service Vétérinaire du Centre de Formation Cynotechnique de la

Gendarmerie Nationale au méme titre que le reste du cheptel canin du Centre.

Avant le début du suivi préliminaire ayant précédé la présente
expérimentation, ces chiennes ne faisaient I'objet d’aucun suivi médicalisé des
chaleurs, et les saillies pratiquées auparavant se faisaient de maniére subjective,
sur la base de I'observation des écoulements vaginaux et le comptage de nombre

de jours a partir du début d’écoulement.

Les seize (n = 16) femelles de I'expérimentation étaient alors agées de
4.63 + 0.53 ans (Moy + SEM) avec un intervalle de [4.09 — 5.16].

Elles pesaient habituellement 25.81 + 1.53 Kg (Moy + SEM) avec un
intervalle de [24.28 — 27.34].

Hors mise une femelle de race commune (corniaud), les quinze (15)
femelles restantes appartiennent a cinq races différentes a savoir dans l'ordre
décroissant de leurs effectifs relatifs: Berger. Allemand (10/16), Berger. Belge.
Malinois (02/16), Berger de I'Atlas (01/16), Sloughi Azawakh (01/16) et Doberman
(01/16). La race du Berger Allemand prédominait avec un pourcentage de 62,5 %.

Cependant, aucune sélection n’a été faite sur la base du facteur race.

Un état nominatif de ces seize (16) femelles de l'expérimentation est en
appendice (APPENDICE C) et la fiche individuelle de renseignement reproductif
est également annexée (APPENDICE D).

5.2.3. Période expérimentale

La premiére période expérimentale s'étalant sur quatre mois de demi (4.5
mois) et allant du 29 mai au 15 octobre de I'année 2006 représente une période

de suivi préliminaire sans traitement d'induction.

La deuxieme période expérimentale dite d'induction s'étale sur six (06)
mois et va du 15 Octobre 2006 jusqu'au 15 Avril 2007. C'est la période
d’application des traitements d’induction des chaleurs et comprend les périodes de

traitement et de suivi per et post traitement de toutes les femelles induites.
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29/05/2006 15/10/2006 15/04/2007
v v v
— A _—

Durée: 4.5 mois Durée: 6 mois
Période de suivi préliminaire Période d'induction

5.2.4. Protocole expérimental

5.2.4.1. Sélection des femelles de I'expérimentation

Sur la totalité des chiennes disponibles au chenil central du Centre de
Formation Cynotechnique de la Gendarmerie Nationale, les seize chiennes
domestiques constituant le cheptel expérimental ont été sélectionnées sur la base

des facteurs suivants:

L’age: seules ont été retenues les chiennes agées entre trois (03) et sept
(07) ans avec une moyenne de 4.63 + 0.53 ans (Moy + SEM). Ainsi, nous avions
exclu du cheptel les jeunes chiennes n’ayant pas encore extériorisé leurs

chaleurs, ainsi que les chiennes ayant dépassé 'age de sept (07) ans.

L'état de santé: Toute femelle présentant une quelconque pathologie

d’ordre général ou intéressant la fonction reproductrice ou I'appareil génital a été
exclue de cette expérimentation. Exception faite pour les cas d'ancestrus primaire
et secondaire sans causes extra-gonadiques qui étaient gardées dans le cheptel

expérimental a des fins d'étude.

Méme si la race du Berger Allemand prédominait dans le cheptel
expérimental avec un pourcentage de 62,5 %, il y a lieu de préciser qu'aucune

sélection n’a été faite sur la base de la race.

Le cheptel expérimental de seize (16) femelles a été divisé en deux (02)
lots d'étude de huit (08) chiennes chacun. Les chiennes du Lot A (n=8) ont subi un
traitement d'induction de I'cestrus a base de Bromocriptine (Parlodel© cp 2.5 mg)
et les femelles du Lot B un traitement d'induction de l'cestrus a base de

Cabergoline (Galastop ©).
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La constitution des lots a été effectuée en fonction des criteres d'étude

suivants:

L'intervalle intercestral: Les femelles connues pour leurs intervalles

intercestraux prolongés de fagon inhabituelle mais physiologique accusant ainsi
une hypo prolificité ont été sélectionnées dans le cheptel expérimental et réparties
equitablement sur les deux lots d'étude lors des essais d'induction dans l'intention
d'évaluer l'efficacité du traitement d'induction en cas d'intervalle intercestral

anormalement prolongé.

L'ancestrus primaire et secondaire: Les femelles présentant un probléme

d'ancestrus primaire ou secondaire ont été sélectionnées dans le cheptel
expérimental et réparties équitablement sur les deux lots d'étude pour évaluer

I'efficacité du traitement d'induction sur I'ancestrus primaire et secondaire.

Le stade d'ancestrus: Le lots ont été constitués de maniére a retrouver

dans le lot de traitement d'induction trois stades d'ancestrus, a savoir le début, la

moitié et la fin d'ancestrus.

5.2.4.2. Suivi préliminaire des femelles de I'expérimentation

5.2.4.2.1. Objectif du suivi préliminaire

Les seize femelles sélectionnées pour cette expérimentation ont été mises
sous suivi pour leur cycle cestral pendant une période préliminaire allant de la fin
du mois de mai 2006 jusqu’'a la moitié du mois d'octobre 2006 totalisant ainsi

quatre (04) mois et demi de suivi du cycle, et ce dans le but de:

= Evaluer leurs cyclicités et mieux connaitre leurs profils de cytologie vaginale
et de progestéronémie avant d’entamer I'expérimentation proprement dite
('induction de l'cestrus) surtout que ces femelles n'ont fait auparavant
I'objet d’aucun suivi médicalisé de leur chaleurs, et que tous leurs cycles

reproductifs précédents ont été suivis de maniere subjective.

= Calculer sur une base relativement fiable leurs intervalles inter cestraux
précédents sur la base des données recueillies dans leurs dossiers et

celles provenant de ce suivi préliminaire.
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= Choisir sur une base fiable le moment propice pour instaurer les deux
traitements d’induction de fagon simultanée aux deux lots A et B (de telle
sorte que les criteres de constitution des lots qui refletent les critéres

d'étude soient réunis dans le cheptel expérimental).

5.2.4.2.2. Modalité du suivi

Le suivi préliminaire des femelles de I'expérimentation consistait en des

visites périodiques bihebdomadaires. Chaque visite comprend un examen clinique
gynécologique, un examen cytologique vaginal (frottis vaginal) et une prise d'un

eéchantillon sanguin pour le dosage ultérieur de la progestérone.

5.2.4.2.2.1. Examen cliniqgue gynécologique:

A chaque Vvisite bihebdomadaire, les femelles sont soumises
individuellement a un examen clinique général puis un examen spécial de
I'appareil génital a la recherche des signes cliniques et comportementaux des
chaleurs. Les résultats de cet examen sont consignés sur une fiche de suivi

préétablie et préalablement congue a cet usage (Cf APPENDICE E).

5.2.4.2.2.2. Examen Cytologique Vaginal (ECV):
A chaque visite, toutes les femelles subissent systématiquement un frottis

vaginal qui est réalisé de la maniére décrite et présentée en annexes (Cf
APPENDICES G & K).

Une fois les cellules vaginales prélevées, le coton est immédiatement fait
rouler sur I'extrémité d'une lame porte objet de microscope qui est immédiatement
plongée pendant cing (05) minutes dans un mélange alcool-éther ce qui va
assurer la fixation de I'étalement. Aprés cette étape; la coloration pourrait étre

différée si nécessaire.

La lame est ensuite colorée selon la méthode du trichrome d'Harris-Schorr
qui est technique de coloration contraignante mais de référence. (Cf
APPENDICES H - | - K).

5.2.4.2.2.3. Prise d’échantillon sanquin et dosage de la progestérone (RIA):

A chaque visite, et a l'issue de I'examen clinique et cytologique de la

femelle, il est procédé a une prise d'échantillon sanguin a partir de la veine radiale
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et a l'aide d'un dispositif vacutainer sur tube sous vide hépariné pré identifié avec

de I'encre indélébile.

Immeédiatement séparé, le plasma est recueilli dans des cénes Ependorf

secs pré-identifiés qui sont conservé a -18°C jusqu'a envoi au laboratoire.

Le dosage de la progestérone sera fait a postériori par méthode radio
immunologique au Laboratoire de Zootechnie du Centre de Recherche Nucléaire
de Draria.

5.2.4.3. Traitements d’induction

5.2.4.3.1. Constitution des lots de traitement

Avant I'application des traitements d'induction, nous avons constitué deux
lots de traitement d'induction a savoir le "Lot A" d'un effectif de huit (08) femelles
(n=8) et dit "lot d'induction a la Bromocriptine" et un "Lot B" d'un effectif de

huit (08) femelles (n=8) et dit "lot d'induction a la Cabergoline”.

Comme expliqué précédemment, pour la constitution de ces lots d'étude,
nous avons observé une période de suivi et de sélection (4.5 mois) au cours de
laquelle nous avions choisi parmi les seize (16) chiennes de I'expérimentation, les
femelles qui étaient en ancestrus confirmé par examen clinique de l'appareil
geénital externe, par examen de cytologie vaginale et finalement par dosage de la
progestérone plasmatique qui doit étre inférieure au seuil basal (dosage individuel
effectué dans un laboratoire d'analyse médicales pour des résultats rapides) au

moment du début des traitements d'induction.

Les données anamnestiques et les antécédents reproductifs ainsi que les
données du suivi préliminaire nous ont permis de sélectionner parmi les seize (16)
femelles de I'expérimentation huit (08) chiennes présentant des anomalies de

cyclicité et qui se répartissent comme suit:

Quatre (04) femelles qui présentent un intervalle intercestral trés long bien
qu'il reste dans les limites physiologiques rapportées dans la littérature. Ces
quatre (04) femelles présentées dans le tableau ci-dessous ne représentent donc
pas des motifs d'ancestrus secondaire. Il s'agit de la femelle nommée NEBRASKA

code 13, présentant les deux derniers intervalles intercestraux respectivement de
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9 mois et 10 mois; la femelle nommée RYM code 14, présentant les deux derniers
intervalles intercestraux respectivement de 8 mois et 10 mois; la femelle nommeée
VENUS code 15, présentant les deux derniers intervalles intercestraux
respectivement de 8 mois et 7.5 mois et finalement la femelle nommée XAVA
code 16, présentant les deux derniers intervalles inter pro-cestrus respectivement

de 9 mois et 10 mois;

Deux (02) femelles en ancestrus primaire qui sont la femelle nommée
ARINA Numéro de code 01 et la femelle nommée DATCHA Numéro de code 05;

Deux (02) femelles en ancestrus secondaire et qui sont la femelle IRA02
numéro de code: 08 n'ayant pas manifesté de chaleurs depuis plus de seize (16)
mois, et la femelle nommée LISA numéro de code 09 n'ayant pas manifesté de
chaleurs depuis plus de 19 mois. Ces deux derniéres femelles ont été soumises a
des explorations cliniques et biologiques pour écarter toutes causes extra

gonadiques de cet ancestrus.

Ces huit (08) femelles a cyclicité anormale ont été réparties équitablement
sur les deux lots d'induction a savoir la lot A et le lot B de telle sorte qu'il y ait
deux (02) femelles a intercestrus long, une femelle en ancestrus primaire et une

femelle en ancestrus secondaire dans chaque lot d'induction.

Les données relatives aux intervalles intercestraux précédents des
femelles de I'expérimentation (des deux lots d'induction) ont été recueillies depuis
leurs dossiers ainsi que des données du suivi préliminaire de leur cycle effectué
durant la période qui précéde cette expérimentation. Ces données sont

représentées par les deux tableaux suivants:
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Tableau N° 1l.1a: Constitution de lots de femelles a cyclicité normale et

réguliere.
Intervalle Intervalle Intervalle
Ordre Nom/Code Lot | Proestrus - J;
nteroestral Intercestral :
traitement
. , 63 jours
01 BONAO01/02 (Lot A) 177 jours 185 jours (Metoestrus)
87 jours
02 BONAO02/03 (Lot A) 158 jours 166 jours (deébut
ancestrus)
03 DOUSHKA/06 | (LotA) | 181jours | 174jours | 128lours (mi-
ancestrus)
04 IRA01/07 (LotA) | 161jours | 157 jours | 126Jours (Fin
d'ancestrus)
. : 63 jours
05 MITCHA/12 (Lot B) 189 jours 194 jours (Metoestrus)
90 jours
06 CHARLOTTE/04 | (Lot B) 161 jours 166 jours (début
d'ancestrus)
07 LYSA/11 (LotB) | 179jours | 183 jours | 120Jours (mi-
anocestrus)
08 LORA02/10 (LotB) | 186jours | 178jours | |50jours (fin
d'ancestrus)
Tableau N° 11.1b : Constitution de lots de femelles a cyclicité anormale.
Intervalle Intervalle Intervalle
Ordre Nom/Code Lot Proestrus -
Intercestral Intercestral ;
J1 traitement
01 NEBRASKA/13 (Lot A) 270 jours 299 jours 229 jours
02 RYM/14 (Lot A) 253 jours 311 jours 297 jours
03 VENUS/15 (Lot B) 243 jours 213 jours 270 jours
04 XAVA/16 (Lot B) 267 jours 307 jours 221 jours
05 IRA02/08 (Lot A) ND ND 478 jours
06 LISA/09 (Lot B) ND ND 536 jours
07 ARINA/01 (Lot A) ND ND ND
08 DATCHA/05 (Lot B) ND ND ND
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5.2.4.3.2. Moment du début de traitement (Détermination du J;)

Le traitement d'induction a débuté le 15 Octobre 2006 simultanément pour
les deux lots d'induction le lot A d'induction a la Bromocriptine et le lot B

d'induction a la Cabergoline.

La situation du cheptel expérimental au moment du début des deux
traitements d'induction est présentée par les deux tableaux ci-dessus (Cf Tableaux
[I.1a & I.1b).

Pendant cette période de traitement d'induction, ces deux lots d'étude
étaient hébergés et suivis séparément pour éviter toute inter-influence sensorielle
pouvant compromettre les résultats d'induction. Ce ci a été facilité par la grande
capacité d'accueil du Centre de Formation Cynotechnique de la Gendarmerie
Nationale de Bainem qui dispose de plusieurs chenils séparés et d'un personnel

spécialisé et disponible capable de prendre en charge ces femelles séparément.

5.2.4.3.3. Protocole de traitement

Protocole d'induction a la Bromocriptine

Le traitement d'induction a la Bromocriptine destiné aux chiennes du lot A
consistait a administrer de la Bromocriptine (Parlodel® cp sec 2.5 mg Novartis) a
la dose 0.05 mg/kg de Poids Vif par jour PO. Cette dose quotidienne administrée a
une heure fixe de la journée se continue du 15/10/2006 jusqu'a apparition des
signes du pro-cestrus ou pendant une période de traitement maximale de 40 jours
[36], [142].

Ce protocole a été introduit progressivement, en commengant par une
faible dose de 0.6 mg/chienne pendant trois jours puis la dose est élevée
progressivement jusqu'a atteindre la dose complete (0.05 mg/kg de PV) et cela
pour éviter I'effet émétisant de la bromocriptine. La littérature rapporte que cette
meéthode s'est avérée trés efficace dans la prévention de I'effet émétisant de cette

molécule [119].

Protocole d'induction a la Cabergoline
Le traitement d'induction a la Cabergoline destiné aux chiennes du lot B

consiste en I'administration par voie orale de la Cabergoline a la dose de 0.005
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mg/kg PO, soit 0.1 ml par Kg de Poids Vif d’'une solution buvable de Galastop®
d’'une contenance de 15ml (Galastop® Sol.Orale 15ml. CEVA Santé Animale.
Fabricant: VETEM. Sp.A. — Italie). Cette administration quotidienne a une heure
fixe de la journée se continue jusqu'a apparition des signes du pro-cestrus ou

pendant une période maximale de traitement de 40 jours.

5.2.4.3.4. Critére de positivité du traitement

Pour le protocole d'induction a la Bromocriptine, la chienne est considérée
comme ayant répondu au traitement d’induction si elle manifeste les signes
cliniques, cytologiques et hormonaux (évalué a posteriori) d’un pro-cestrus dans la
période s’étalant du premier jour de traitement jusqu'a (15) jours aprés l'arrét du

traitement, soit 55jours a compter du début de traitement [36], [142].

Pour le protocole d'induction a la Cabergoline, la chienne est considérée
comme ayant répondu au traitement d’induction si elle manifeste les signes
cliniques, cytologiques et hormonaux (évalué a postériori) d’un pro-cestrus dans la
période s’étalant du premier jour de traitement jusqu'a 40 jours de traitement [36],
[142].

5.2.4.4. Suivi du cycle pendant et aprés le traitement d’induction

Le suivi du cycle cestral pendant et aprés le traitement d’'induction permet
d’évaluer l'efficacité de ce traitement en déclenchant un cestrus avec ovulation,
suivie d’'une conception puis une gestation qui aboutisse a la naissance de chiots

en bonne santé.

Ce suivi clinique, cytologique et hormonal accompagnera toutes les
femelles de I'expérimentation pendant toute la période d'étude, cependant la
cytologie et la prise de sang pour dosage de la progestérone sont arrétées une
fois I'état gestatif confirmé. La gestation est suivie cliniquement jusqu'a mise bas
pour recueillir les données liées aux taux de gestation, de natalité et la taille de la
portée. La date d'apparition du prochain pro-cestrus de la femelle est notée pour
évaluer le retour en chaleur apres cycle induit (évaluer la durée de lintervalle

intercestral du cycle suivant le cycle induit).
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En somme, outre le critere de positivité du traitement retenu pour nos
essais cliniques et appelé (Taux d'induction), il y a lieu d’établir et suivre d’autres

critéres d’évaluation de I'efficacité des traitements d’induction, a savoir :

- Taux de gestation

- Taux de natalité

- Taille de la portée

- Durée du traitement

- Raccourcissement de l'intervalle intercestral (raccourcissement de
I'ancestrus)

- Effet sur la durée de l'intervalle intercestral du cycle suivant le cycle induit.

Nous présenterons ci-aprés les trois méthodes et les moyens avec
lesquels a été réalisé le suivi du cheptel expérimental pendant toute la période
d'induction. Ce suivi consistait en des visites périodiques trihebdomadaires (trois
fois par semaine) pendant lesquelles nous effectuons un examen clinique et
comportemental, un examen de cytologie vaginale et une prise d'échantillon

sanguin pour un dosage ultérieur de la progestérone plasmatique.

5.2.4.4.1. Examen clinigue gynécologique

A chaque visite, les femelles sont soumises individuellement a un examen
clinique général puis un examen spécial de I'appareil génital a la recherche des

signes cliniques et comportementaux des chaleurs.

Les résultats de cet examen sont consignés sur une fiche de suivi
préétablie et préalablement congue a cet usage (Cf Appendice E). Les caractéres
cliniques et comportementaux recherchés dans cet examen sont considérés
comme des variables dont les modalités sont codifiées pour faciliter toute

exploitation ultérieure des résultats.

Comportement d’cestrus:

- Comportement social non sexuel
- Attrait — refus du male
- Attrait — acceptation du male
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Réflexe et posture:

- Le réflexe dAmantéa

- La posture de lordose

Examen de I'appareil génital externe:

- (E&déme vulvaire
- Muqueuse vulvaire

- Ecoulement vulvaire

Une photographie de I'aspect des organes génitaux externes est réalisée
sur chaque femelle et est conservée pour une meilleure appréciation visuelle de
I'cedéme et I'écoulement vulvaire ainsi que I'état de la muqueuse vaginale, et pour

pouvoir également comparer et suivre I'évolution dans le temps de ces caractéres.

5.2.4.4.2. Examen Cytologique Vaginal «<ECV»

A chaque visite, toutes les femelles subissaient systématiquement un

frottis vaginal qui est réalisé de la maniére décrite ci-aprés (Cf Appendice G & K).

Prélévement:

On utilise un écouvillon stérile long de 15 cm minimum, humidifie a I'aide
d'une ou deux gouttes d'eau physiologique et introduit le long du bord supérieur
des lévres vulvaires afin d'éviter la fosse clitoridienne. Ensuite I'écouvillon est
basculé a I'horizontale et est enfoncé doucement, le plus profondément possible.
Aprés quelques mouvements de rotation, I'écouvillon est lentement retiré vers

l'arriere.

La couleur de I'écouvillon est une donnée qui sera consigné sur la fiche de
suivi mentionnée dans I'examen clinique (Cf Appendice E). La aussi, une
photographie de I'écouvillon est réalisée pour une meilleure appréciation visuelle
ainsi que pour pouvoir comparer ultérieurement I'évolution dans le temps de ce

caractere.
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Etalement:
Le coton est immédiatement fait rouler sur l'extrémité de la lame sans

écraser ni frotter ni faire passer deux fois au méme endroit pour ne pas altérer les
cellules.

Fixation:

La lame est immédiatement plongée pendant cing (05) minutes dans un
mélange alcool-éther qui réalise la fixation de |'étalement. Aprés cette étape; la

coloration pourrait étre différée si nécessaire.

Coloration:

Les lames sont colorées selon la méthode du trichrome d'Harris-Schorr en
les faisant passer par les quatorze bains de cette méthode de coloration
contraignante mais de référence. (Cf APPENDICES H, I, K).

L’'observation des lames a été réalisée a l'aide d’'un microscope Motic®
binoculaire, muni d’'un oculaire d’un grossissement de 10 et de quatre objectifs
d'agrandissements respectifs de x4, x10, x40 et x100. Les grossissements

indiqués par la suite sont ceux du microscope.

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.

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). 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, 'ensemble des cellules étaient prises en

compte.

La saisie des données cytologiques brutes exprimées en nombre des
différentes classes cellulaires ainsi que le calcul des pourcentages cellulaires ont

ete faits sur le logiciel Microsoft Office © Excel 2007.

Apres exploitation immédiate ou différée des lames de frottis (comptage
cellulaire et calcul des pourcentages et indices cytologiques), des

microphotographies de ces lames ont été capturées a l'aide d'un appareil photo
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spécial pour microscope "Moticam 350" (Cf APPENDICE L) et le logiciel
professionnel "Motic Images Plus Version 2.0 ML Motic China Group Co., Ltd.
Copyright © 2001-2004".

5.2.4.4.3. Prise d'échantillon sangquin et dosage de la progestérone «RIA»

A chaque visite, et a l'issue de I'examen clinique et cytologique de la
femelle, il est procédé a une prise d'échantillon sanguin a partir de la veine radiale
ou saphéne en se servant d'un dispositif vacutainer qui permet de prélever le sang
directement dans un tube sous vide hépariné pré identifié avec de l'encre

indélébile.

Ce sang est immédiatement séparé dans I'unité laboratoire de la clinique
vétérinaire du Centre de Formation Cynotechnique de la Gendarmerie Nationale a
l'aide d'une centrifugeuse a six tubes de marque NUVE Modéle NF 615 made in
ANKARA TURKEY.

A l'aide de pipettes Pasteur munies de poire, le plasma est recueilli dans
des cones Ependorf secs pré-identifiés qui sont aussi tot mis sur un petit portoir et

conserveés a -20°C jusqu'au moment de les envoyer au laboratoire.

Le dosage a été fait ultérieurement une fois les échantillons rassemblés et
les kits RIA de dosage radio-immunologique de la progestérone préts au

Laboratoire de Zootechnie du Centre de Recherche Nucléaire de Draria.

La progestérone est ainsi dosée in vitro, sur des échantillons plasmatiques
conservés congelés dans des tubes héparinés sous vide, par méthode radio-
immunologique au Laboratoire de Zootechnie du Centre de Recherche Nucléaire
de Draria, en utilisant les KIT IMMUNOTECH "A BECKMAN COULTER
COMPANY" (Cf APPENDICE J).

5.2.5. Analyses statistiques

Dans notre présente étude, nous avons comparé plusieurs résultats entre
eux. D'abord les pourcentages de succés des deux traitements d'induction étudiés
dans la premiére partie expérimentale, puis le test de la liaison entre différentes
variables deux par deux (progestéronémie et taux cellulaire) dans la deuxiéme

partie du travail.
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Cependant, il n'est pas difficile d'imaginer que I'association entre les deux
résultats ou entre les deux variables puisse étre due au seul hasard. C'est
justement en réponse a cela que nous avons fait recours a l'application ou
I'exécution de certains tests d'hypothése. La méthode du test d'hypothése va

permettre de quantifier le réle du hasard dans l'observation de cette différence.

La formulation de I'hypothése nulle (Ho) est la premiere étape du test
d’hypothése, elle est I'nypothése d’absence de différence. Cette différence est
susceptible d’étre vérifiée statistiquement. Dans notre exemple, I'hypothése nulle
pourrait s’énoncer par la phrase suivante : « Il n’existe pas de relation entre le
traitement et le résultat produit » ou encore « Il n’existe pas de différence entre les

deux traitements comparés ou entre les deux variables étudiées».

Sous forme abrégée, si pa et pg désignent les pourcentages de succes

pour les deux traitements, on peut écrire Ho sous la forme suivante : Ho : Pa= Pg

Ho peut étre vérifiée et sera, soit rejetée, soit gardée. Cette décision est

basée sur les tests statistiques (ou tests de signification).

Le test statistique donne la probabilité p que le hasard puisse expliquer les
résultats. Si la probabilité p est inférieure ou égale a un certain seuil, appelé seulil
de signification, on rejette Ho et on dit que la différence est significative. Si la
probabilité p est supérieure au seuil, on ne rejette pas Ho et on dit que la

différence est non significative.

Le seuil de signification noté a est habituellement fixé a 5%. Il s’agit d’'une
convention trés largement adoptée. Un seuil de 5% réduit a une proportion
acceptable le role du hasard puisque celui-ci ne va intervenir que dans 5 cas sur

100 pour expliquer la différence observée.

En tout cas, le réle du hasard ne peut étre éliminé totalement. Il faut bien
comprendre que le jugement se fonde sur une probabilité et n’offre pas une

sécurité absolue.

Dans notre cas, pour la comparaison des deux traitements d'induction
d'cestrus, le sens de la liaison consiste a déclarer, en cas de rejet de Ho, le

traitement B « induction a la Cabergoline » plus efficace, significativement, que le
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traitement A « induction a la Bromocriptine ». Quand a I'étude de la corrélation
entre les séries statistiques libres de la progestéronémie et du taux d'éosinophilie
d'une part et entre la progestéronémie et le taux de basophilie d'autre part,
l'objectif était de montrer I'existence d'une corrélation significative entre ces

variables deux par deux.

Pour la comparaison des deux traitements d'induction, le test d'hypothése
appliqué est le test des probabilités exactes de Fisher, et pour la corrélation des
deux variables "hormonale et cytologique", il a été exécute le test de khi-deux (x?).
Le principe de chaque test d'hypothése sera expliqué succinctement dans la

section suivante (Cf § 2.5.1).

5.2.5.1. Test des probabilités exactes de Fisher

Il s'agit d'un test statistique non paramétrique qui s'applique aux tableaux
de contingence 2*2. Ce test est recommandé lorsqu'un effectif théorique est
largement inférieur a la valeur 5 et lorsque la taille échantillonnale est inférieure a

25, comme c'est le cas dans notre essai d'induction (n=16).

Ce test sera appliqué aux résultats des traitements d'induction dans notre
etude car c'est le test d'hypotheése pour comparaison de deux pourcentage le

mieux adapté a notre situation.

Le test exact de Fisher est basé sur la probabilité d’avoir entre les deux
distributions a comparer un écart égal ou supérieur a I'écart observé, les
distributions marginales doivent rester identiques. Si on adopte, pour un tableau
2*2, la situation des deux traitements d’induction de I'cestrus chez les seize

chiennes, la probabilité pi= (1! b!cilca!)/(@alblc!d!nt)

Ou I4! Se lit factorielle 14, etc. (exemple 4! = 4*3*2*1 = 24) et ou n est la

taille globale de I'échantillon.

Les probabilitéts p; des différentes configurations sont ensuite
additionnées, ce qui donne la probabilité globale p qui permet de prendre une
décision vis-a-vis de Ho en tenant compte de I'hypothése alternative. Pour un test

unilatéral, au seuil de 5%, il faut comparer p a 0.05. Si les deux groupes a
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comparer sont de taille égale, on comparera en situation bilatérale, au seuil 5%,

2p a 0.05 (p étant la probabilité trouvée en situation unilatérale).

5.2.5.2. Test de khi-deux.
Le test de khi deux (x?) sera appliqué dans la deuxiéme partie

expérimentale, lors de I'exploitation des données de cytologie et de
progestéronémie. Ce test permettra d'étudier la liaison (corrélation) entre les
indicateurs cytologiques (pourcentages cellulaires d'éosinophilie et de basophilie)

d'une part et la progestéronémie d'autre part.

Le principe de ce test du x? consiste a calculer pour chacune des cases du
tableau de contingence I'écart quadratique: (O — C)? /C et a en faire la somme.

Donc: 2= > [(O — C)?/C]. Dans I'expression de I'écart quadratique:

¢O est l'effectif observeé;
oC est l'effectif calculé (appelé aussi effectif théorique) qui devrait étre

observé si HO était vraie.

Soulignons dés maintenant que le x? ne considére que les effectifs et non

les pourcentages.

A cb6té du calcul du x?, il faut déterminer le nombre de degrés de liberté
(dl). Celui-ci dans un tableau de contingence de | lignes (I modalités pour une
variable) et ¢ colonnes (c modalités pour une variable) est tout simplement : dl = (|
-1)(c—-1).

La probabilité p que le hasard puisse expliquer les résultats est donnée
par la table du x* a la ligne identifiée par le dl. La table du x? est une table pour un
test bilatéral. Au seuil de signification 5%, la différence entre les deux distributions

est significative si p < 5%.

A l'issue de cet exposé sur les méthodes statistiques utilisées dans notre
travail, il est a signaler que nous avions utilisé le logiciel Microsoft Office © Excel
2007 pour la réalisation de toutes les étapes de I'exploitation de nos données; a
savoir la quantification, la construction, I'organisation et la représentation des
données, ainsi que les mesures descriptives (moyenne, écart type, intervalle de

confiance) et I'application des tests d'hypothése (x? et Ficher).
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5.3. Résultats

5.3.1. Recueil des renseignements reproductifs sur les femelles d'étude.

Le Tableau Il.2a regroupe les renseignements reproductifs en données

brutes sur les seize (16) femelles de I'étude recueillis a partir de leurs dossiers et

des résultats du suivi préliminaire.

Il présente les seize (16) femelles de I'étude avec leurs noms et numéro

de code, et pour chaque femelle ce tableau fournit les données suivantes:

Le lot d'induction dans lequel se trouve chaque femelle: "A" ou "B";

Une moyenne de la taille de la portée (nombre de chiots par naissance) pour

chaque femelle. Cette moyenne individuelle a été calculée sur la base des

données précédentes disponibles. Quand aucune naissance n'avait eu lui
auparavant ou n'avait été disponible, il est inscrit "ND" dans la case
correspondante. Cette donnée comparée a celle suivant le cycle induit

permet d'évaluer I'action des deux molécules étudiées sur ce paramétre.

Les deux intervalles interoestraux précédant l'induction exprimés en nombre

de jours. Ces intervalles sont obtenus a partir des dates de pro-cestrus des
cycles précédents recueillies du dossier de la femelle et des résultats du
suivi préliminaire. Une table de calcul a été programmée sur le logiciel
Microsoft Office Excel 2007 pour calculer automatiquement ces intervalles et
les exprimer en nombre de jours a partir des dates de pro-cestrus
précédents; la comparaison de cette donnée a l'intervalle qui suit l'induction
permet d'évaluer I'éventuel raccourcissement de ces intervalles par les deux

protocoles d'induction étudiés.

L'intervalle qui sépare le dernier pro-cestrus de la date du début de

traitement d'induction. Cet intervalle est exprimé en nombre de jours et

permet de définir le dernier renseignement fourni par ce tableau et qui est le

stade du cycle de chaque femelle au moment du début du traitement.
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Tableau Il.2a: Renseignements reproductifs et constitution des lots "groupes" de traitement.

TAILLE INTERVALLE
Copk | Now/FeMELLE | Lo PORTEE INTERVALLE | INTERVALLE PROESTRUS - J; STADE DU CYCLE AU DEBUT DE
INTERCESTRAL | INTERCESTRAL TRAITEMENT
(CHIOTS) TRAITEMENT
02 BONAO1 5 (177j)) (18%5j)) (63)) (Metoestrus)
03 BONAO2 ND (158)) (166)) (87j) (début ancestrus)
06 DOUSHKA 5 (181)) (174j) (128j) (mi-ancestrus)
07 IRAO1 (;(;t 5 (161j) (157j) (126j) (Fin d'ancestrus)
13 NEBRASKA 6 (270j)) (299)) (229)) Ancestrus (Intercestrus long)
14 RYM 5 (253)) (311j) (297)) Ancestrus (Intercestrus long)
01 ARINA ND ND ND ND Ancestrus primaire
08 IRA02 4 ND ND (478j)) Ancestrus secondaire
12 MITCHA ND (189)) (194)) (63)) (Metoestrus)
04 | CHARLOTTE 6 (161)) (166)) (90j) (début d'ancestrus)
11 LYSA 5 (179)) (183)) (120j) (mi-ancestrus)
10 LORAO2 (;’t 7 (186)) (178)) (135)) (fin d'ancestrus)
15 VENUS 6 (243)) (218j) (270j)) Ancestrus (Intercestrus long)
16 XAVA 6 (267])) (307j)) (221)) Ancestrus (Intercestrus long)
05 DATCHA ND ND ND ND Ancestrus primaire
09 LISA 5 ND ND (536j) Ancestrus secondaire
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Le tableau 1.2b a été construit a partir des données brutes du tableau
[l.2a en calculant la moyenne et l'intervalle de confiance pour les variables age,
poids, taille de la portée précédente exprimée en nombre de jours et durée de

l'intercestrus précédent exprimée également en nombre de jours.

Ces données ainsi construites sont écrites : Moyenne % Intervalle de
Confiance (Moy = SEM) suivies de la plage de confiance entre deux crochets

[valeur — valeur].

La lecture de ce tableau nous montre que les deux lots d'étude "A" et "B"
sont parfaitement appariés pour les trois premiére variables (effectif, age moyen et
poids moyen) avec respectivement pour les lots A et B les valeurs d'effectif: (n =
8) versus (n = 8), valeurs d'dge moyen: 4.50 + 0.74 ans versus 4.75 + 0.81 et
valeurs de poids moyen: 26.38 + 2.09 versus 26.00 + 2.54.

Les données de la variable "Taille de la portée précédente" ou encore
"Taille de la portée avant induction" concernent chaque groupe séparément, elles
serviront a établir une comparaison entre ces données et les données de taille de
la portée aprés induction. De ce fait, aucun intérét n'est porté a la comparaison de

ces données entre les deux lots d'induction.

Pour la variable "durée de l'intercestrus précédent", nous lisons deux

valeurs différentes pour chaque groupe d'induction.

Dans le cas du Lot "A", la valeur 215.33 + 56.14 avec l'intervalle de
[159.19 — 271.48] a été calculée sur la base de toutes les femelles méme celles
ayant un intercestrus prolongé a savoir les chiennes (13) et (15) qui ont
respectivement un intervalle de 270 jours et 253 jours. C'est la raison pour laquelle

ce chiffre est élevé.

Si nous calculons cette variable sans tenir compte de ces deux femelles a
intercestrus trés long, nous obtiendrons le deuxiéme chiffre de 170 + 11.66 avec
l'intervalle de [158.84 — 182.16] qui représente un intervalle tout a fait normal d'un

peu moins de six mois.

Dans le cas du Lot "B", la valeur de 204,17 + 33.02 avec la plage de
confiance de [171.15 — 237.18] est ainsi élevée a cause de la prise en compte des
deux femelles a inter-cestrus prolongé qui sont les chiennes (15) et (16) ayant

respectivement un intervalle de 218jours et 307 jours.
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Tableau I1.2b : Renseignements reproductifs des deux groupes d'induction
[Lot A, (n=8); Bromocriptine (50ug/kg PO)] et [Lot B, (n=8); Cabergoline (5ug/kg PO)]
(Moy = SEM) : (Moyenne % Intervalle de confiance)
Plage de confiance : [valeur — valeur]

Taille de
Groupe Effectif Age moyen Poids moyen portée Durée de l'intercestrus
(Lot) (n) (ans) (Kg) précédente précédent (Nb de jours)
(Nb de chiots)
Lot A 8 450+0.74 26.38+2.09 5.00 £ 0.51 215.33 £ 56.14* 170.50 £ 11.66**
[3.67 —5.24] [24.28 —28.47] [4.49 — 5.51] [159.19 —271.48] [158.84-182.16]
Lot B 8 4.75 %+ 0.81 26.00 + 2.54 5.83 £ 0.60 204.17 + 33.02* 178 £ 12.30**

[3.94 —5.56] [23.46—28.54] [5.23-6.44] [171.15-237.18] [166.45 — 191.05]

(*): Ces valeurs de la variable durée de l'intercestrus sont calculée sur la base de toutes les femelles y compris les femelle a intercestrus
prolongé, en I'occurrence les femelles (13) et (15) du lot A et les femelles (15) et (16) du lot B. Pour cette raison, ces valeurs sont
anormalement élevées.

(**):Ces valeurs de la variable durée de l'intercestrus sont calculée sans tenir compte des femelles a intercestrus prolongé. Ces valeurs sont
donc celles des femelles a cyclicité normale.
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Le calcul de cette variable sans ces deux chiennes donne la valeur de
178.75 + 12.30 avec l'intervalle de [166.45 — 191.05].

Par ailleurs, les deux lots d'étude "A" et "B" sont parfaitement appariés
pour cette variable dans les deux cas de figures. Soient respectivement pour "A"
et "B" les valeurs : 215.33 + 56.14 versus 204,17 + 33.02 et 170 + 11.66 versus
178.75 £ 12.30.

Les valeurs de cette variable serviront a établir la comparaison entre la
durée de l'intercestrus avant la mise en application du traitement d'induction et

celle du cycle suivant le cycle induit.

5.3.2. Résultats du traitement d’induction des chaleurs

Les résultats des traitements d'induction appliqués aux deux groupes de
femelles (Lot "A" et lot "B") seront présentés respectivement par les tableaux 1.3
et 11.4 (Cf Tableaux 1.3 & 11.4).

Le Tableau I1.3 présente les résultats bruts du traitement d'induction a la

Bromocriptine appliqué aux huit (08) femelles du premier lot d'étude (Lot "A", n=8).

Le Tableau I1.4 présente les résultats bruts du traitement d'induction a la
Cabergoline appliqué aux huit (08) femelles du deuxiéme lot d'étude (Lot "B",
n=8).

Avant de lire les résultats des deux tableaux dans les sections suivantes,

nous allons définir les différentes variables de ces deux tableaux.

Chacun des deux tableaux reprend d'abord pour chaque femelle des
données relatives aux intervalles intercestraux précédents et l'intervalle proestrus-
J1 du traitement exprimés en nombre de jours, puis il présente pour chaque

femelle les données suivantes:

L'intervalle J; du traitement-début du proestrus. Cette variable fournit deux

résultats a savoir la confirmation de la réponse au traitement d'induction par
apparition des signes cliniques comportementaux et cytologiques du pro-cestrus
ainsi que la durée d'application du traitement d'induction. Quand aucune réponse

n'est obtenue au traitement d'induction, il est transcrit "ND" dans la case
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correspondante. La confirmation ou l'infirmation de la réponde a l'induction est une
variable qualitative dichotomique c'est-a-dire elle ne peut prendre que deux
valeurs possibles (oui / non) et qui ne sont pas des chiffre autorisant des calculs et
mesures descriptives. La deuxiéme variable qui est la durée du traitement est par
contre un variable quantitative qui s'exprime par des données en chiffre autorisant
le calcul et I'exécution des différentes mesures de statistique descriptive (moyenne
arithmétique, écart type, intervalle de confiance...).

La confirmation ou l'infirmation de I'état gestatif. Cette variable

dichotomique aura deux modalités possibles qui sont codifiées par les deux

chiffres "0" pour I'absence de gestation et "1" pour la confirmation de I'état gestatif.

La confirmation ou l'infirmation de la mise-bas. Cette variable

dichotomique aura deux modalités possibles qui sont codifiées par les deux

chiffres "0" pour I'absence de natalité et "1" pour la confirmation de la natalité.

La taille de la portée. Il s'agit d'une variable quantitative qui est le nombre

de chiots par naissance.

Le raccourcissement de lintervalle intercestral. Cette variable est

quantitative, et ses données sont exprimées en nombre de jours. Elle permet
d'évaluer l'efficacité des deux traitements d'induction dans la réduction ou le
raccourcissement de cet intervalle. Cette donnée est calculée par la différence
entre la moyenne des deux intervalles inter-cestraux précédents et l'intercestrus du

cycle induit.

L'intercestrus _suivant le cycle induit: Exprimé en nombre de jours, cet

intervalle concerne le cycle qui suit le cycle induit et il permet d'évaluer la
normalité du retour en chaleur aprés un traitement d'induction, comparativement

entre l'induction a la Bromocriptine et a la Cabergoline.

5.3.2.1. Traitement d’induction a la Bromocriptine (Parlodel®)

Nous lisons dans le Tableau 1.3 les résultats bruts du traitement
d'induction a la Bromocriptine appliqué aux huit (08) femelles du premier lot
d'étude (Lot "A", n=8).



Tableau 11.3 : Résultats du traitement d’induction a la Bromocriptine

[Lot A, (n=8); Bromocriptine (50ug/kg PO)]
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N° DE LA CHIENNE 02 03 06 07 13 14 01 08
Interoestrus avant précédent. (jours) (177j) | (158j) | (181)) | (161j) | (270j) | (253)) | ND ND
Intercestrus précédent. (jours) (185j) | (166)) | (174j) | (157j) | (299)) | (311j) | ND ND
Intervalle pro-cestrus précédent.-J¢ de traitement
ours) (63j) (87j) | (128)) | (126j) | (229j) | (297j) | ND | (478j)
Intervalle J; de traitement — proestrus induit (jours) ND ND 38 31 ND ND ND ND
Gestation confirmée (0/1) 0 0 1 1 0 0 0 0
Mise bas a terme (0/1) 0 0 1 1 0 0 0 0
Taille de la portée ND ND 6 5 ND ND ND ND
Raccourcissement de l'intercestrus (jours) 0 0 11.5j 2j 0 0 0 0
Intercestrus suivant le cycle induit (jours) (182)) | (159j) | (184j) | (170j) | (268)) | (237)) | ND ND

(*): NS : valeur non significative car la plage de confiance contient la valeur nulle 0 [(-2.56) — (16.06)]. Ceci corrobore le fait que
cette moyenne est calculée sur la base de seulement deux valeurs disponibles et qui sont trop écartées. Il ne sera pas tenu compte
de ce résultat.
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L'intervalle J1 du traitement - début du proestrus.

Deux femelles seulement sur les huit chiennes du lot ont répondu au
traitement d'induction a la Bromocriptine et qui sont les femelles portant les
numéros de code: (06) et (07). Les durées de traitement pour ces deux femelles

sont respectivement 38 et 31 jours de traitement.

La confirmation ou l'infirmation de I'état gestatif.

Deux femelles seulement sur les huit chiennes du lot ont été confirmées
gestantes, ce sont les deux femelles induites a la Bromocriptine portant les

numéros de code: (06) et (07).

La confirmation ou l'infirmation de la mise-bas.

Deux femelles seulement sur les huit chiennes du lot ont mis bas a terme
de leurs gestations, il s'agit des deux femelles induites a la Bromocriptine et

confirmées gestantes portant les numéros de code: (06) et (07).

La taille de la portée.

Pour les deux femelles ayant mis bas a savoir les femelles (06) et (07); la

taille de la portée a été respectivement 6 et 5 chiots.

Le raccourcissement de l'intervalle intercestrus.

Pour les deux femelles induites en l'occurrence (06) et (07), l'intervalle

inter-cestral a été raccourci respectivement de 11.5 jours et 2 jours.

L'intercestrus suivant le cycle induit:

L'intercestrus suivant le cycle induit a été pour les femelles (02), (03), (06),
(07), (13) et (14) respectivement de 182, 159, 184, 170, 268, et 237 jours. Cette
variable n'a pu étre déterminée chez les deux femelles restantes du lot d'induction

a savoir (01) et (08), ces femelles sont en ancestrus primaire et secondaire.

5.3.2.2. Traitement d’induction a la Cabergoline (Galastop®)

Nous lisons dans le Tableau 1.4 les résultats bruts du traitement
d'induction a la Cabergoline appliqué aux huit (08) femelles du deuxiéme lot
d'étude (Lot "B", n=8).



Tableau 1.4 : Résultats du traitement d’'induction a la Cabergoline
[Lot B, (n=8); Cabergoline (5ug/kg PO)]

140

N° DE LA CHIENNE 12 04 11 10 15 16 05 09
Intercestrus avant précédent. (jours) (189)) | (161j) | (179j)) | (186)) | (243j) | (267)) ND ND
Intercestrus précédent. (jours) (194)) | (166j) | (183j)) | (178j) | (218])) | (307 )) ND ND
Intervalle pro-cestrus précédent - J4 de traitement
ours) (63)) (90j) | (120j) | (135j) | (270j) | (221)) ND | (536j)
Intervalle J1 de traitement — proestrus induit (jours) ND 32 20 12 ] 18] 16 ] 46 j** 33
Gestation confirmée (0/1) 0 1 1 1 1 1 1 1
Mise bas a terme (0/1) 0 1 1 1 1 1 1 1
Taille de la portée ND 7 6 6 5 7 4 6
Raccourcissement de l'intercestrus (jours) 15] 27 j 40 j 33 (69)) (48)) ND (334 )
Intercestrus suivant le cycle induit (jours) (184j) | (170j) | (185)) | (189)) | (191)) (177)) ND (208j)

(*): Pour le calcul de cette moyenne; nous avons retiré les deux femelles présentant I'ancestrus primaire et secondaire; en

l'occurrence les femelle portant les numéros de code : 05 et 09. (**): Pro-cestrus apparu 6 jours apres arrét du traitement; la durée

de traitement : 40j.
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L'intervalle J1 du traitement- proestrus:

Sept femelles sur les huit chiennes du lot (7/8) ont répondu au traitement
d'induction a la Cabergoline et qui sont les femelles portant les numéros de code:
(04) (11) (10) (15) (16) (05) et (09). L'intervalle J4 de traitement — prcestrus est
pour ces femelles est respectivement 32, 20, 12, 18, 16, 46 et 33 jours. On peut
parler de durée de traitement au lieu d'intervalle J1 traitement — Proestrus, sauf
pour la femelle numéro (05) chez laquelle cet intervalle est de 46 jours mais la
durée de traitement est 40jours, car durée maximale de traitement selon le
protocole. Pour cette femelle le pro-cestrus est apparu six jours aprés la fin du

traitement.

La confirmation ou l'infirmation de I'état gestatif:

Deux femelles seulement sur les huit chiennes du lot ont été confirmées
gestantes, ce sont les deux femelles induites a la Cabergoline portant les numéros
de code: (04) (11) (10) (15) (16) (05) et (09).

La confirmation ou l'infirmation de la mise-bas:

Sept femelles sur les huit chiennes du lot ont mis bas a terme de leurs
gestations, il s'agit des femelles induites a la Cabergoline et confirmées gestantes
portant les numéros de code: (04) (11) (10) (15) (16) (05) et (09).

La taille de la portée:

Pour les sept femelles ayant mis bas a savoir les femelles (04) (11) (10)
(15) (16) (05) et (09); la taille de la portée a été respectivement 7,6, 6, 5,7, 4 et 6

chiots.

Le raccourcissement de l'intervalle intercestral:
Pour les sept femelles induites en I'occurrence (04) (11) (10) (15) (16) (05)

et (09), l'intervalle intercestral a été raccourci respectivement de 27, 40, 33, 69 et

48 jours.

L'intercestrus suivant le cycle induit:

L'intercestrus suivant le cycle induit a été pour les femelles (12), (04), (11),
(10), (15), (16) et (09) respectivement de 184, 170, 185, 189, 191, 177 et 208
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jours. Cette variable n'a pu étre déterminée chez la femelle restante du lot

d'induction a savoir (05) qui est en ancestrus primaire.

A partir des données brutes présentées dans les tableaux 1.3 et 1.4
interprétés plus haut, nous avons construit de nouvelles données en procédant a
un simple calcul de pourcentage pour les données des variables qualitatives
dichotomiques et mesures statistiques descriptives (moy, écart type, intervalle de
confiance) pour les données des variables quantitatives. Ces données sont

présentées par le tableau 1.5 qui sera interprété dans la section suivante.

5.3.2.3. Comparaison des deux traitements d’induction précédents

Le tableau 1.5 a été construit a partir des données brutes des deux
tableaux 11.3 et 11.4. Nous avons calculé le nombre de femelles ayant répondu aux
traitements d'induction par l'apparition du pro-cestrus puis par un état gestatif

confirmé e enfin par la naissance de chiots viables et en bonne santé.

Ces trois rapports des femelles répondantes aux femelles traitées (x/n)
nous ont permis de calculer respectivement trois pourcentages a savoir le taux
d'induction ou de réponse a l'induction, le taux de gestation et le taux de
natalité exprimés en pourcentage de succés. Les résultats des ces taux ont été
exactement de méme valeur pour les trois; soit respectivement pour les lots "A" et
"B" : 25% versus 87.50%.

Ces pourcentages seront comparés un peu plus loin par I'application d'un

test d'hypothése qui est dans notre cas le test des probabilités exactes de Ficher.

Les autres variables sont l'intervalle 1°" jour de traitement — proestrus
exprimé en nombre de jours, le raccourcissement de l'intercestrus, la taille de
la portée aprés induction et finalement l'intercestrus du cycle suivant le cycle

induit.

Pour chacune de ces variables quantitatives, il a été calculé la moyenne
et l'intervalle de confiance. Nous avons écrit le résultat: Moyenne + Intervalle de
confiance (Moy + SEM) suivie de la plage de confiance écrite [valeur — valeur].
Ces chiffres serviront a établir la comparaison entre les deux groupes de

traitement pour ainsi évaluer I'efficacité de ces protocoles.
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Tableau I1.5 : Résultats d'induction des deux groupes d'étude

[Lot A, (n=8); Bromocriptine (50ug/kg PO)] et [Lot B, (n=8); Cabergoline (5ug/kg PO)]
(Moy + SEM) : (Moyenne * Intervalle de confiance)
Plage de confiance : [valeur — valeur]

Nb de Nb de Nb de Intervalle: J
réponses + réponses réponses de trait — Raccourcissement Taille de Intercestrus post
Groupe Effectif ‘_) _________ + + preestrus De l'intervalle portée in ductior?
(Lot) (n) - (Durée de intercestral. (Nb de Nb de i
d'i daw;_ Taux de Taux de traitement) (Nb de jours) chiots) ( e jours)
Ihduction  gestation  natalite  (Nb de jours)
Lot A 8 2/8 2/8 2/8 34['25$ 546;86 06.75 £ 9.31 NS* 5.50 £ 0.98 200.00 + 34.24
259, 259, 259, 41.36] [(-2.56) — 16.06] [4.52 - 6.48] [165.76 — 234.24]
Lot B 8 78 8 78 24['14§’ 567;77 43.40 £ 14.30 5.86 £ 0.79 186.29 + 8.87
87 50 87 50 87 50 32.20] [29.10 - 57.70] [6.07 -6.65] [177.42 - 195.15]

(*): NS : valeur non significative car la plage de confiance contient la valeur nulle 0 [(-2.56) — (16.06)]. Ceci corrobore le fait que
cette moyenne est calculée sur la base de seulement deux valeurs disponibles et qui sont trop écartées. |l ne sera pas tenu compte
de ce résultat.
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Les deux sections suivantes, seront comparés séparément entre les deux
lots d'induction, les résultats des variable qualitatives (pourcentage de succes) et
les résultats des variables quantitatives (moyennes exprimées en nombre de jours

ou nombre de chiots).

5.3.2.3.1. Comparaison des pourcentages de succes

Les traitements d’induction de I'cestrus conduits, rappelant le, de maniere
simultanée sur le groupe des seize (16) chiennes pendant toute la période
expérimentale ont permis de constituer deux groupes ou deux lots de traitement ;
a savoir un groupe de huit (08) chiennes (Lot A) traitées a la Bromocriptine et un
deuxiéme groupe ou lot de huit (08) chiennes (Lot B) également traitées a la

Cabergoline.

Le Tableau de données construites (Cf. Tableau 11.5) nous montre que les
différents pourcentages ou taux de réussite d'induction a savoir taux d'induction,
de gestation et de natalité, sont en faveur du protocole d'induction a la
Cabergoline. Cependant, la seule confrontation de ces résultats ne peut dégager
une différence significative. L'application d'un test d'hypothése adapté a la
situation et a la petitesse de l'effectif qui est le test des probabilités exactes de

Fisher permet de comparer les deux résultats.

Les taux d'induction, de gestation et de natalité ont donné la méme valeur
dans chaque groupe de traitement car les femelles répondant a l'induction sont
toutes devenues gestantes et ont toute mené a terme leurs gestations dans de

bonnes conditions.
Taux d'induction: 25% versus 87.50% (Lot A versus Lot B)
Taux de gestation: 25% versus 87.50% (Lot A versus Lot B)
Taux de natalité: 25% versus 87.50% (Lot A versus Lot B)

A partir de ces valeurs de pourcentage de succes et leurs compléments a
100 qui constituent les pourcentages d'échec, nous construisons un nouveau
tableau de données en deux lignes par deux colonnes "2*2" (Cf Tableau 11.6) pour

lui appliquer le test d'hypothése choisi (Test de Fisher).
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Les résultats de l'application du test de Fisher sur ces deux pourcentages
ainsi que leurs effectifs seront valables pour le taux d'induction; le taux de

gestation et finalement le taux de natalité.

Le tableau II.6 est ainsi construit en définissant deux variables qualitatives
dichotomiques, a savoir la variable « Traitement » ayant deux modalités, (A ou B)
et la variable « Résultat obtenu » avec comme modalités (Succés ou Echec) puis
en obtenant les données de ces variables qui sont des effectifs et des

pourcentages, car il s’agit ici de variables qualitatives et non quantitatives.

Tableau 1.6 : Données relatives a la comparaison des deux traitements
d’'induction (Bromocriptine versus Cabergoline) chez les seize chiennes (Effectif et
Pourcentage).

Traitement A Traitement B
(Bromocriptine) (Cabergoline)
Résultat Effectif % Effectif %
Succes 02 25.00 07 87.50
Echecs 06 75.00 01 12.50
Ensemble 08 100 08 100

Tableau II.7 : Données relatives a la comparaison des deux traitements
d’induction (Bromocriptine versus Cabergoline) chez les seize chiennes (Effectifs
seulement)

Traitement A Traitement B
(Bromocriptine) (Cabergoline) Total
Résultat Effectif Effectif
Succes 02 07 9
Echecs 06 01 7
Ensemble 08 08 16

L’application d’'un test d’hypothése nous permet de tester la liaison entre
les deux variables citées supra, car 'association entre deux variables puisse étre
due au seul hasard. Il s’agit donc de savoir si les sujets soumis au traitement
d’'induction a la Bromocriptine (Traitement A) sont caractérisés par la méme
proportion de succés (ou d’échec) que les sujets soumis au traitement d’'induction
a la Cabergoline (Traitement B). Ou encore, en d’autres termes, s’il existe une
liasison entre le traitement (modalités A et B) et le résultat obtenu (modalités :

succes, échec).
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Si I'on se tenait aux seules données du Tableau 11.4., on pourrait conclure
que le traitement B est plus efficace que le traitement A puisque le pourcentage de
succeés avec le traitement B « induction a la Cabergoline » (87.50%) est plus élevé
que celui obtenu avec le traitement A « induction a la Bromocriptine » (25%). Mais
cette différence pourrait étre expliquée par le seul hasard qu'on appelle aussi

fluctuation d’échantillonnage.

La premiére étape du test d'hypothése étant la formulation de I'hypothése
nulle (Ho: Pa= Pg) qui dans notre exemple, pourrait s’énoncer par la phrase
suivante : « Il n’existe pas de relation entre le traitement et le résultat produit » ou

encore « |l n'existe pas de différence entre les deux traitements ».

La deuxiéme étape est le Choix du seuil de signification qui est choisi
égal a 5% (a = 5%).

La troisieme étape est de faire le choix du test statistique, qui est pour
notre cas le test exact de Fisher ou le test des probabilités exactes de Fisher. Ce

choix étant motivé par le les deux faits suivants :

- Variables quantitatives a deux modalités offrant un tableau de

contingence 2x2
- Effectif global faible n=16 (n<50).

La quatriéeme étape est I'exécution du test des probabilités exactes de
Fisher aux résultats d’'induction obtenus. Pour ne pas alourdir cette section, nous

avons préféré mettre I'exécution du test en appendice (Cf APPENDICE Q).

La cinquiéme et derniére étape de l'application du test d'hypothése étant
la prise d'une décision au seuil choisi et sens de la liaison, ou autrement dit, la

conclusion de I'analyse statistique.

Il est donc a conclure de l'application du test de Fisher que le traitement B
« induction a la Cabergoline » est significativement plus efficace que le traitement
A « induction a la Bromocriptine » avec un taux de réussite de 87.5% versus 25%
s'appliquant a la fois aux "taux d'induction”, "taux de gestation" et "taux de

natalité".
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Cette difféerence d'efficacité en faveur du traitement a la Cabergoline est
statistiquement significative (P<0.05); ceci dit que la probabilité pour que le hasard
puisse expliquer cette différence est de loin en dessous du seuil de signification (P
=0.020279721).

5.3.2.3.2. Comparaison des moyennes

A part les trois pourcentages de réussite d'induction analysés dans la
section précédente (Cf § 4.3.3.1), les autres variables du tableau 11.5 sont
quantitatives et ont donné des valeurs numériques exprimées en nombre de jours
et nombre de chiots autorisant donc des calcul directs sur données et des mesure

statistiques descriptives (moyenne écart type et intervalle de confiance).

Durée de traitement:

Lot d'induction a la Cabergoline : 24.43 = 7.77 jours avec une plage de
confiance de [16.66 — 32.20]

Lot d'induction a la Bromocriptine: 34.50 + 6.86 jours avec un intervalle de
[27.64 — 41.36].

Raccourcissement de l'intervalle intercestrus

Lot d'induction a la Cabergoline : 43.40 + 14.30 jours avec l'intervalle
[29.10 — 57.70]

Lot d'induction a la Bromocriptine: 6.75 + 9.31 jours [NS] Cette valeur est

non significative car l'intervalle de confiance contient la valeur zéro.

Taille moyenne de la portée:

Lot d'induction a la Bromocriptine: 5.50 £ 0.98 avec l'intervalle [4.52 —
6.48]

Lot d'induction a la Cabergoline: 5.86 + 0.79 avec l'intervalle [5.07 — 6.65].

Ces valeurs sont calculées aprés traitement d'induction. Il s'agit ici de
comparer pour chaque groupe d'induction a part, la taille moyenne de la portée

avant et aprés induction. La comparaison des résultats de cette variable dans ce
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sens permet d'évaluer dans chaque groupe séparément, l'action du traitement
d'induction sur la taille de la portée. Ce n'est que par la suite que cette action, si

existante, sera comparée entre les deux groupes d'induction de notre étude.

La taille moyenne de la portée avant induction a déja été calculée pour

chaque groupe de traitement dans le tableau 112b et les résultats sont:

Lot "A" d'induction a la Bromocriptine: 5.00 + 0.51 avec l'intervalle [4.49 —
5.51]

Lot "B" d'induction a la Cabergoline: 5.83 + 0.60 avec lintervalle [5.23 —
6.44].

Pour mieux établir la comparaison, nous avons construit un tableau 2x2
ou les valeurs sont exprimées en (Moy + SEM) et plage de confiance entre

crochets [valeur — valeur].

TAILLE MOYENNE DE LA PORTEE
AVANT INDUCTION | APRES INDUCTION

o A 5.00+0.51 | 5.50%0.98

A LA BrovocrTie | [449—5.51] | [4.52-6.48]
B 5.83+0.60 | 5.86+0.79

A Ln Coneroone | [6:23-6.44] | [5.07-6.65]

Intervalle intercestral suivant le cycle induit:

Lot "A" : 200.00 * 34.24 avec l'intervalle [165.76 — 234.24]
Lot "B": 186.29 + 8.87 avec l'intervalle [177.42 — 195.15].

Ces résultats devront étre comparés a ceux obtenus avant le traitement

d'induction. A cette fin, nous avons construit le tableau suivant:

INTERCESTRUS SUIVANT
AVANT INDUCTION APRES INDUCTION
Lot "A" 215.33+56.14 | 200.00 +34.24
D'INDUCTION
A LA BromocripTing | [159:19—271.48] | [165.76 —234.24]
LoT "B"
SINDUCTION 204.17+33.02 | 186.29+8.87
A LA CagercoLne | [171.15—=237.18] | [177.42 - 195.15]
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Ce tableau montre que le traitement d'induction qu'il soit a la
Bromocriptine ou a la Cabergoline, n'affecte pas considérablement l'intercestrus
du cycle suivant le cycle induit chez la chienne traitée. Celle-ci reviendrait donc en

chaleur dans un délai habituel.

5.3.3. Résultats de I'étude de corrélation des données hormonales et
cytologiques

Cette approche differe de celle de l'induction, car l'individu ici n’est plus la
chienne, mais un couple de données constituant au total une série statistique a
laquelle on appliquera le test de khi deux (X?) en vue d’évaluer la corrélation entre
deux parameétre de suivi des chaleurs chez la chienne, et ce dans l'optique de
revaloriser la cytologie vaginale en début de pro-cestrus et en introduisant un

nouveau critere cytologique qui est le taux de basophile.

Cette population est sélectionnée parmi les résultats du suivi cytologique
et hormonal durant la période de suivi préliminaire et durant la période d'induction.
Les couples de données cytologique et hormonale sélectionnés pour cette
exploitation statistique sont celles de la période des chaleurs de chaque femelle
d'étude, c'est-a-dire les données cytologiques et hormonales recueillies au cours
du pro-cestrus et cestrus. Si la femelle est saillie et est confirmée gestante et si
elle reste vide et passe en metoestrus confirmé; il n'est plus utile de continuer le

suivi cytologique et hormonal.

La population étudiée ici est représentée par 282 lames de frottis
auxquelles correspondent naturellement le méme nombre 282 de valeurs de
progestéronémie. 88  échantillons (couple données cytologiques —
progestéronémie) issus de la période de suivi préliminaire et 194 échantillons

issus de la période d'étude proprement dite (période d'induction).

Cette population d'étude (282 individus) a été sélectionnée a partir de la
totalité des frottis vaginaux effectués tout au long de la période d'étude, aussi bien
la période du suivi préliminaire (4.5 mois) ayant précédé I'expérimentation que la
période des traitements d'induction (6 mois). Le nombre total des frottis réalisé est
824 frottis, répartis en 440 frottis pour la période de suivi préliminaire dont 88

échantillons ont eu des valeurs de progestéronémie, et 384 frottis pour la période
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d'induction dont 194 échantillons ont eu des valeurs de progestéronémie. Toutes
ces lames de frottis ne sont pas intéressantes pour notre étude statistique qui
recherche la corrélation entre les faibles valeurs de progestéronémie et le taux de
basophilie et d'éosinophilie pendant le pro-cestrus. Beaucoup de ces frottis
correspondraient a des valeurs de progestéronémie nulles (Ancestrus) ou trop
élevées (Métoestrus) d'ou linutilité et le non sens économique de demander le

dosage hormonal pour tous ces frottis.

5.3.3.1. Elaboration des classes cellulaires et des intervalles de progestéronémie

Il est important de signaler que dans cette étude statistique, le typage
cellulaire ne se fait pas selon la morphologie des cellules vaginales observées au
microscope ce qui demande plus de temps et de précision a la lecture. Pour plus
de facilité et rapidité a la lecture des lames de frottis, le typage cellulaire se fera en
fonction de I'affinité tinctoriale des cellules vaginale, et comme nos frottis ont été
colorés par le trichrome d'Harris-Schorr, nous définirons trois classes cellulaires a
savoir:

v' Les cellules basophiles comprenant les cellules parabasales et les

cellules intermédiaires basophiles.

v Les cellules polychromatophiles.

v' Les cellules éosinophiles ou acidophiles comprenant les cellules

complétement et partiellement kératinisées.

A partir de ces trois classes cellulaires, nous déterminerons les
pourcentages cellulaires respectifs a savoir pourcentage des cellules basophiles
ou encore appelé dans notre étude "taux ou pourcentage de basophilie”,
pourcentage des cellules polychromatophiles et finalement le pourcentage des

cellules éosinophiles ou encore appelé "taux ou pourcentage d'éosinophilie”.

Concernant la progestéronémie; a partir des données de base brutes, et a
des fins d'exploitation statistique, nous avons procédé a un tri a plat et constitué
ainsi un tableau d'effectifs en regroupant les valeurs de progestéronémie en huit

intervalles (Cf Tableau 11.1).

Les effectifs de ces huit (08) intervalles de progestéronémie élaborés se

répartissent comme présenté dans la figure ci-dessous (Cf Fig I1.1).
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Tableau 11.8: Tableau des effectifs des intervalles de progestéronémie

INTERVALLE DE
PROGESTERONEMIE EFFECTIF FREQUENCE RELATIVE
[0,00 - 0,03] 37 13,12
[0,03 - 0,09] 55 19,50
[0,09 - 0,5] 45 15,96
[0,5 - 2,00] 32 11,35
[2,00 - 4,00] 23 8,16
[4,00 - 10,00[ 25 8,87
[10 - 20] 34 12,06
> 20 31 10,99
TOTAL: 282 100,00
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Figure II.1: Répartition des effectifs relatifs aux huit (08) intervalles de

progestéronémie élaborés.

5.3.3.2. Evolution des trois classes cellulaires en fonction de la progestéronémie.

En procédant a un tri a plat a ppartir des données de base brutes et en

calculant la moyenne des pourcentages des trois classes cellulaires par intervalle

de progestéronémie, nous somme arrivés a construire ce tableau.
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Tableau 11.09: Pourcentages des trois classes cellulaires en fonction de la
progestéronémie pour les 282 lames de frottis vaginaux étudiées

POURCENTAGE POURCENTAGES DES POURCENTAGE
(NG/ML) BASOPHILES POLYCHROMATOPHILES | EOSINOPHILES
(%) (%) (%)
<0.03
(37 Frottis) 70,56 21,30 7,97
[0.03 - 0.09]
(55 frottis) 39,60 40,87 19,47
[0.09 — 0.5]
(45 frottis) 27,43 26,66 45,90
[0.5—2.00]
(32 frottis) 9,75 39,14 51,11
[2.00 — 4.00]
(23 frottis) 6,68 27,10 66,22
[4.00 — 10.00]
(25 frottis) 0,09 1,65 98,26
[10.00 — 20.00[
(34 frottis) 5,25 61,66 73,09
>20
(31 frottis) 25,28 46,69 24,97

Pour chacun des huit intervalles de progestéronémie précédemment
établis, ce tableau (Cf Tableau 11.09) donne la répartition des trois classes
cellulaires en pourcentages sur la population d'étude représentée dans notre

travail par les 282 frottis étudiés.

Les trois classes cellulaires sont naturellement les cellules basophiles, le
pourcentage des cellules polychromatophiles et finalement le pourcentage des

cellules éosinophiles ou encore appelées acidophiles.

Pour mieux apprécier visuellement I'évolution de ces différentes classes
cellulaires en fonction de la progestéronémie, nous avons établi un histogramme a

partir de du tableau qui est présenté dans la figure suivante (Cf Fig 11.2).
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Figure 11.2: Evolution des pourcentages des classes cellulaires en fonction de la
progestéronémie pour les 282 lames de frottis étudiées.

Cette figure représente graphiquement les données numériques du
tableau précédent (Tableau 11.09) et qui représentent I'évolution comparative des

trois classes cellulaires en fonction des huit intervalles de progestéronémie.

L'évolution de chaque classe cellulaire sera étudiée séparément et
représentée graphiquement par une courbe dans les sections suivantes (Cf §
44.2.1).

5.3.3.2.1. Les pourcentages des classes cellulaires en fonction de la
progestéronémie

5.3.3.2.1.1. Les cellules basophiles

L'évolution du pourcentage des cellules basophiles en fonction de la
progestéronémie pour les 282 lames de frottis étudiées est ici représentée par une

courbe de variation (Cf Figll.3).

Cette courbe nous montre que lorsque la progestérone sérique est en
dessous de la valeur de 0.03ng/ml, le pourcentage des cellules basophiles est de

70.56%, puis la courbe décroit au fur et a mesure de la chute de la
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progestéronémie jusqu'a atteindre la valeur de 0.09% qui correspond a l'intervalle

de progestéronémie de [4.00 — 10.00][.

A partir de ce point, (représenté sur la figure 1.3 par une fleche noire) la
courbe prend une nouvelle tendance en croissant vers 5.25% quand la
progestéronémie varie dans l'intervalle [10.00 — 20.00[ puis 28.28% pour une

progestéronémie>20ng/ml.
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Figure 11.3: Evolution du pourcentage des cellules basophiles en fonction de la
progestéronémie pour les 282 lames de frottis vaginaux étudiés.
En réalité, le pourcentage de basophilie regroupe deux types de cellules
vaginales a savoir les parabasales et les intermédiaires basophiles. Etudiées
séparément, ces deux types cellulaires avaient tracé pratiquement le méme profil

de courbe et qui est similaire a notre courbe [61].

On note ici une corrélation entre la décroissance de cette courbe et
I'élévation de la progestéronémie qui change de sens a partir de la valeur de

10ng/ml. Cette corrélation sera bien étudiée plus tard (Cf § 4.4.2.2).
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5.3.3.2.1.2. Les cellules polychromatophiles

La figure 11.4 représente la courbe d'évolution du pourcentage des cellules

vaginales polychromatophiles en fonction de la progestéronémie.
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Figure 11.4: Evolution du pourcentage des cellules polychromatophiles en fonction
de la progestéronémie pour les 282 lames de frottis vaginaux étudiés.

Cette courbe représente I'évolution du pourcentage des cellules vaginales

polychromatophiles en fonction de la progestéronémie.

Nous remarquons que cette courbe montre un pourcentage relativement
constant oscillant entre 20 et 40% pendant la premiére partie du cycle jusqu'a
l'intervalle [2.00 — 4.00[. Entre 4 et 10ng/ml de progestéronémie, le pourcentage
des cellules polychromatophiles décroit considérablement jusqu'a atteindre la
valeur de 1.65% puis la courbe croit a nouveau jusqu'a la valeur de 61.66% a
l'intervalle [10.00 — 20.00[ et 46.69% a l'intervalle de (<20ng/ml).

Ce profil signifie que cette classe cellulaire constitue un réservoir de
cellules en voie de kératinisation présent tout au long du pro-cestrus. Ce sens

s'éclaircira sur la courbe comparative des trois classes cellulaires (Cf Fig 11.8).
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5.3.3.2.1.3. Les cellules éosinophiles

Nous avons représenté I'évolution du pourcentage d'éosinophilie ou des
cellules éosinophiles en fonction de la progestéronémie par une courbe de

variation (Cf Figll.5) pour les 282 frottis étudiées.
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Figure 11.5: Evolution du pourcentage des cellules €osinophiles en fonction de la
progestéronémie pour les 282 lames de frottis vaginaux étudiés.

Lorsque la progestéronémie est inférieure a 0.03ng/ml, la courbe est a
7.97% d'éosinophilie, puis elle augmente progressivement pour tracer un plateau
allant de la valeur de 45.90% a 51.11% d'éosinophilie entre 0.5 et 2 ng/ml de
progestéronémie. Ce plateau se suit d'une ascension jusqu'a la valeur de 66.22%
entre 2-4ng/ml, puis un pic franc de 98.26% entre 4 — 10ng/ml. Au dela de cette
valeur, la courbe commence a décroitre pour atteindre un pourcentage de 24.97

une fois la progestéronémie aura dépassé 20ng/ml.

Le profil de cette courbe confirme la corrélation entre la croissance du
pourcentage d'éosinophilie et I'élévation de la progestéronémie. Cette corrélation

change de sens a partir de la valeur de progestéronémie de 10ng/ml.

Dans la figure suivante (Cf Figll.6) nous tracerons les trois courbes

précédentes sur le méme graphe pour pouvoir comparer leurs profils.
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Figure 11.6: Evolution comparative des pourcentages des trois classes cellulaires
en fonction de la progestéronémie pour les 282 lames de frottis vaginaux étudiés.

Nous remarquons que I'évolution des trois classes cellulaires en fonction
de la progestéronémie, change de sens de corrélation a partir de la valeur de
progestéronémie de 10 ng/ml. Cela signifierait que les paramétres cellulaires

perdent leur indication au-dela de 10 ng/ml de progestéronémie.

Etudions la situation en reprenons uniquement les valeurs situées en
dessous de 10 ng/ml de progestéronémie; soit pour un effectif de 217 frottis

représentant 76,95% des 282 frottis étudiés.

Nous représenterons graphiquement dans les deux figures ci-apres, par
histogramme (Figll.7) et par courbes (Fig 11.8) I'évolution des pourcentages des
trois classes cellulaires en fonction de la progestéronémie pour les 217 frottis

remplissant la condition (P4<10ng/ml).
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fonction de la progestéronémie pour les 217 frottis (P4<10ng/ml).
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Figure 11.8: Courbe d'évolution comparative des pourcentages des trois classes
cellulaires en fonction de la progestéronémie pour 217 frottis (P4<10ng/ml).

Ces deux figures (Cf Figll.7 & Figll.8) montrent clairement les deux sens
opposés de corrélation avec la progestéronémie que présentent le pourcentage

des cellules éosinophiles et celui des cellules basophiles.

Le profil de la courbe de pourcentage de polychromatophilie est différent,
il évoque une constance du pourcentage pendant que la progestéronémie évolue

de son taux basal jusqu'a l'intervalle 2-4ng/ml. Au dela, cette courbe montre une
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décroissance concomitante avec la croissance des cellules €osinophiles tragant

ainsi une parfaite symétrie entre les deux courbes.

5.3.3.2.2. Corrélation entre le taux de progestérone et les taux d'éosinophilie et de
basophilie

Nous ne sommes pas intéressés a la classe des cellules
polychromatophiles, car il est clair d'aprés les sections précédentes que cette
classe cellulaire ne montre aucun intérét pour notre objectif dans le test de

corrélation.

Dans cette section nous avons appliqué le test d'hypothése du khi-deux
(x?) pour tester la corrélation d'une part entre la progestéronémie et le
pourcentage des cellules basophiles (taux de basophilie) et d'autre part entre la

progestéronémie et le pourcentage des cellules éosinophiles (taux d'éosinophilie).

A partir du tableau d'effectif des différents intervalles de progestéronémie
et du tableau des données brutes en pourcentages cellulaires, nous avions établi
un tableau de contingence de 28° degré de liberté qui a servi au calcul de khi-

deux.

Ce tableau de contingence ainsi que la derniére table de calcul du khi-
deux (x?) ont été mis en appendice (Cf APPENDICE O1 & O2).

Pour la corrélation entre la progestéronémie et le taux de basophilie,
I'exécution du khi-deux a permis d'avoir une valeur de x? = 284,74. Pour la
corrélation entre la progestéronémie et le taux d'éosinophilie, I'exécution du khi-
deux a permis d'avoir une valeur de x* = 184,66. Ces valeurs devront étre

comparées a une valeur théorique donnée par la table de khi-deux.

La table de la loi de khi-deux montre que pour un degré de liberté de 28°
(dl = 28) et un intervalle de confiance de 0.050 (p = 0,050), le x? théorique = 41.34
et pour un intervalle de confiance de 0.010 (p = 0,010) le x* théorique = 48.28 et
pour un intervalle de confiance de 0.001 (p = 0,001) le x* théorique = 56.89
[X*théorique (0.05, 28°): 41.34 ; (0.01, 28°): 48.28 ; (0.001, 28°): 56.89 ].

C'est-a-dire pour que le résultat soit significatif, il faut que le khi-deux
expérimental soit supérieur au khi-deux théorique (x* expérimental > x?

théorique). Comme cette condition est parfaitement remplie pour le cas du taux
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de basophilie (284.74>56.89) ainsi que pour le cas du taux d'éosinophilie
(184.66>56.89), I'hypothése d'indépendance (HO) sera rejetée et le khi-deux (x?)

trés significatif dans les deux cas.

Il existe donc entre la progestéronémie et les différents intervalles de
pourcentages de basophilie d'une part et d'éosinophilie d'autre part, une
corrélation hautement significative avec un intervalle de confiance de moins de
0,001 (p<0,001).

En conclusion, a lissue de l'application de ce test statistique, nous
confirmons sans doute que le taux sérique de la progestérone est en parfaite
corrélation avec d'une part le pourcentage des cellules basophiles et d'autre part
le pourcentage des cellules éosinophiles. La basophilie semble méme étre mieux
corrélée avec la progestéronémie que le pourcentage d'éosinophilie. Cependant, il
ne suffit pas de prouver cette corrélation pour pouvoir utiliser le pourcentage de
basophilie comme indicateur d'un seuil de progestéronémie. A cette fin, il faut
mettre en relation des seuils de progestéronémie et quelques critéres

cytologiques.

5.3.3.2.3. Les taux de progestérone en fonction des critéres cytologigues

Pour le calcul des pourcentages suivants nous considérons uniquement
les frottis pour lesquels la progestéronémie ne dépasse pas la valeur de 10ng/ml
soit 217 frottis sur les 282 étudiés, car a cette valeur (10ng/ml), la corrélation entre
les pourcentages cellulaires et la progestéronémie change de sens de plus que
cette valeur est le seuil maximal de l'intervalle de progestéronémie qui correspond
a lincidence de l'ovulation. Au dela de cette valeur les parameétres cellulaires
perdent leur indication (Cf § 4.4.2.1). Par exemple, dans nos données existent des
progestéronémies de fin d'cestrus et de début metoestrus associées a des taux

élevés de basophilie qui risquent de fausser le calcul.

Dans cette approche, plusieurs critéres cytologiques sont définis (>50% et
>40% de basophilie et <10%, <25% et <33% d'éosinophilie) et mis en relation
avec trois seuils de progestéronémie (<1ng/ml - <1.5ng/ml - <2ng/ml). L'objectif
étant de comparer ces critéres entre eux a la recherche de celui qui aura le
maximum de précision et la plus petite marge d'erreur.

Tableau 11.10: Critéres cytologiques et valeurs seuil de progestéronémie
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Critéres Taux<1ng/ml Taux<1.5ng/ml Taux<2ng/ml
(1 0<73f3r;/(t)tis) 91.59% 94.39% 95.33%
0 0
/éfsﬁﬁffé'.ﬁ’éis 6 2fr50t/¥is) 92.71% 95.83% 95.83%
(75 12;/%3) 96.15% 97.44% 97.44%
0
% des cellules (5;?2){%3) 100% 100% 100%
basophiles (6;‘1&2)0‘[/33) 98.51% 100% 100%

5.3.3.2.3.1. Pourcentage des cellules éosinophiles

Les trois criteres du pourcentage d'éosinophilie étudiés ont montré tous

des marges d'erreur intolérables.

Le critére le plus restrictif (soit moins de 10% de cellules éosinophiles)
présente une marge d'erreur de 2.66% pour le seuil de progestéronémie
[P4<2ng/ml] et de 3.75 pour le seuil [P4<1ng/ml]. Respectivement, 2 sur 78 frottis
répondant au critére correspondaient a des progestéronémie supérieures au seulil
de 2ng/ml et 3 frottis sur 78 correspondaient a des progestéronémie supérieures a

1ng/ml.

Le critére le moins restrictif (soit moins de 33% de cellules éosinophiles)
présente une marge d'erreur de 4.67% pour le seuil de progestéronémie de
[P4<2ng/ml], soit 5 sur 107 frottis correspondent a des progestéronémie
supérieures a 2ng/ml. |l présente aussi une marge d'erreur de 7.29% pour le seuil
[P4<1ng/ml], soit 9 frottis sur 107 correspondent a des progestéronémies

supérieures a 1ng/ml.

Le pourcentage des cellules éosinophiles ne semble pas offrir des criteres

fiables et utilisables comme indicateurs d'un seuil de progestéronémie.

5.3.3.2.3.2. Pourcentage des cellules basophiles

Par contre, le critére de trouver plus de 40% de cellules basophiles sur
une lame d'un frottis vaginal présente un maximum de précision avec une marge
d'erreur nule pour les seuils de progestéronémie de (P4<2ng/ml) et (P4<1.5ng/ml)
et une marge d'erreur de seulement 1.49% pour le seuil le plus restrictif de
(P4<1ng/ml).
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Ces résultats signifient que sur les 67 frottis répondant a ce critére
cytologique de plus de 40% de basophilie, seulement un frottis correspondait a
une progestéronémie supérieure a 1ng/ml. |l s'agit d'un frottis qui pour un
pourcentage de basophilie de 45.98% il correspondait a un taux de progestérone
de 1.01ng/ml. Nous voyons que I'écart entre cette valeur de progestéronémie et la

valeur du seuil (P4<1.00ng/ml) est minime, elle est de 0.01 ng/ml.

Ce critere (plus de 40% de cellules basophiles) pourrait étre retenu
comme un indicateur fiable d'un seuil de progestéronémie (Taux<1ng/ml). Ceci
implique que lorsque sur un frottis vaginal on compte 4 cellules basophiles sur 10
ou 12 cellules basophiles sur 30, il est inutile de doser la progestérone, car elle est

inférieure a 1ng/ml.

5.4. Discussion

5.4.1. Discussion des résultats des traitements d'induction a la
Bromocriptine et a la Cabergoline.

5.4.1.1. Etude comparative des Taux d'Induction de gestation et de natalité.

Les taux d'induction, de gestation et de natalité ont donné la méme valeur
dans le groupe de traitement a la Bromocriptine qui est celle de 25% de succeés
contre 75% d'échec (Cf Tableau 11.11).

Tableau 11.11: Taux d'induction; de gestation et de natalité relatifs au
traitement a la Bromocriptine.

TRAITEMENT D'INDUCTION
(BROMOCRIPTINE)

TAUX D'INDUCTION | TAUX DE GESTATION | TAUX DE NATALITE
SUCCES 25 % 25 % 25 %
ECHEC 75 % 75 % 75 %
TOTAL 100 % 100 % 100 %

Ces trois criteres d'étude ou d'évaluation (taux d'induction, de gestation et
de natalité) ont donné également la méme valeur entre eux dans le groupe de
traitement a la Cabergoline qui est celle de 87.5% de succés contre 12.5%
d'échec (Cf Tableau 11.12).
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Tableau 11.12: Taux d'induction; de gestation et de natalité relatifs au

TRAITEMENT D'INDUCTION

(CABERGOLINE)

TAUX D'INDUCTION | TAUX DE GESTATION | TAUX DE NATALITE
SUCCES 87.5 % 87.5 % 87.5 %
ECHEC 12.5 % 12.5 % 12.5 %
TOTAL 100 % 100 % 100 %

Les valeurs sont identiques pour ces trois variables car les femelles
répondant a l'induction sont toutes devenues gestantes et ont toutes mené a

terme leurs gestations dans de bonnes conditions (Cf Tableau I1.6).

C'est-a-dire que toutes les femelles ayant répondu au traitement
d'induction ont ovulé normalement et ont été fécondées normalement et ont
maintenu leur gestations dans des conditions normales jusqu'a terme et ont mis

bas leurs petits.

Pour cette raison, le taux d'induction dans notre étude pourrait étre

considéré comme taux d'ovulation aussi.

Nos résultats des taux d'induction de gestation et de natalité pour le
traitement d'induction a la Cabergoline sont comparables a quelques différences
de ceux rapportés par Professeur John VERSTEGEN de la Faculté Vétérinaire de
Liege en Belgique en 1999 dans une étude qu'il a conduite avec le méme
protocole de Cabergoline que le notre sur trois groupes de cing (n=5) femelles
chacun [124].

Professeur John VERSTEGEN a rapporté un taux d'induction de 80%
pour un taux de gestation et de natalité de 60%. Cette différence entre les taux
d'induction et de gestation incrimine l'incidence de chaleurs anovulatoires dans ce

groupe d'étude; ce qui n'a pas été le cas dans notre étude.

Dans la méme étude sur deux autres groupes d'induction (n=5), John
VERSTEGEN a obtenu un taux d'induction a la Cabergoline de 100% pour un taux
de gestation de 80% et un taux d'induction et de gestation de 100%. La petitesse
de l'effectif d'étude (n=5) aurait pu contribuer a Il'amplification des résultats

d'induction dans ce travail.
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Les résultats de notre étude ne s'éloignent pas de ceux rapportés par A
ROTA et ses collaborateurs en 2003 a I'Université de Turin en Italie [09] dans une
étude comparative de deux protocoles d'induction (Cabergoline versus Buserelin)
ou ils ont obtenu un taux d'induction, de gestation et de natalité de 83% pour un
effectif de 12 femelles (n=12) pour le groupe de Cabergoline. lls ne s'éloignent pas
non plus des résultats obtenus par L ZOLDAG et ses collaborateurs en 2001 a
I'Université des Sciences Vétérinaires de Budapest en Hongrie qui ont rapporté un
taux d'induction, de gestation et de natalité de 84.6% a la différence de la dose de
Cabergoline utilisée qui était beaucoup plus forte dans l'essai clinique de L
ZOLDAG (6mg/kg/j PO pdt 14j). ZOLDAG voulait étudier I'effet de la dose sur la

durée du traitement.

Nos résultats sont proches aussi de ceux rapportés dans une étude faite
en 2006 & la Faculté de Médecine Vétérinaire de I'Université d'Istanbul par Umt
CIRIT et ses collaborateurs qui ont obtenu un taux d'induction de 80% associé a
un taux de gestation de 60% sur une effectif de 10 femelles (n=10) soumises a un

protocole d'induction a la Cabergoline identique au notre [143].

Les résultats obtenus dans notre étude pour le traitement d'induction a la
Cabergoline, se rapprochent mais restent légérement faibles par rapport a ceux
rapportés par Samuel BUFF en 2001 sur une étude d'induction de I'cestrus a la
Cabergoline (méme dose utilisée) lancée par le CERREC a I'ENV de Lyon en
France qui a obtenu un taux d'induction et de gestation de 93% [59]. Cependant
cette étude du Centre d'Etude et de Recherche en Reproduction et Elevage des
Carnivores en France a été conduite sur un effectif plus large (n=97) et dans un
contexte de clientéle canine (36 clientéles) ce qui rend ses résultats beaucoup
plus représentatifs et moins biaisés par I'effet du mode de vie communautaire des
chiennes de chenil sur la synchronisation naturelle due a linter-influence

sensorielle [08].

Pour le traitement d'induction a la Bromocriptine, nos résultats sont faibles
par rapport a ceux rapportés dans la littérature. Un taux de gestation de 62%
aprés quatre mois de traitement (40ug/kg/j PO) a été rapporté par Van HAAFTEN
B et ses collaborateurs en 1989 [111]. Professeur Patrick William CONCANNON a
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rapporté en 1993 un taux d'induction a la Bromocriptine de 80% mais le taux de

gestation n'a pas été déterminé [36].

Pour les autres études rapportées; les taux d'induction obtenus étaient
associés a des périodes assez longues de traitement allant de 92 + 11 jusqu'a 136
+ 16 jours [127], [142] ce qui pose un réel probléme avec les effets secondaires

surtout émétisants de cette molécule.

5.4.1.2. Etude comparative du paramétre taille moyenne de la portée.

Pour le groupe d'induction a la Bromocriptine; le tableau 1.5 nous montre
une moyenne calculée pour la taille de la portée d'une valeur de 5.50 + 0.98
exprimée en nombre de chiots avec un intervalle de [4.52 — 6.48]. Il y a lieu de
signaler en revenant au tableau I1.3 que cette moyenne n'est pas représentative
du lot d'étude, car elle est calculée sur seulement deux femelles qui ont répondu a
l'induction a la Bromocriptine a savoir les femelles portant les numéros de code

(06) et (07) qui avaient mis bas respectivement 6 et 5 chiots.

La taille moyenne de la portée calculée dans le groupe d'induction a la
Cabergoline était 5.86 + 0.79 avec une plage de confiance de [5.07 — 6.65] et

résultait des données des 7 femelles sur 8 qui on répondu a l'induction.

TAILLE MOYENNE DE LA PORTEE
AVANT INDUCTION | APRES INDUCTION

A 500051 | 550%0.98

A LABROVGCRPTINE | [4:49—5.51] | [4.52—6.48]
B 5.83+0.60 | 5.86+0.79

A LnCoantrooune | [6:23-6.44] | [5.07 —6.65]

Comparativement aux cycles précédents des femelles induites, aucune

influence ne semble étre exercée par aucun des deux traitements sur ce facteur.

La comparaison des données de cette variable (la taille de portée) pour
chaque groupe de traitement avec les données précédentes (avant induction) ne
permet de dégager aucune différence significative, bien que cette conclusion est

peu significative dans le cas du groupe de traitement a la Bromocriptine a cause
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du faible nombre de femelles induites (Cf Tableau 11.3). Il est de ce fait inutile de

chercher a comparer ces résultats entre les deux groupes de traitement.

Donc, contrairement a ce qu'est rapporté dans la littérature par certains
auteurs [119], les deux traitements d'induction aux anti-prolactines (Bromocriptine
et Cabergoline) n'ont montré dans notre étude aucune influence sur la taille de la

portée.

5.4.1.3. Etude comparative du paramétre raccourcissement de l'intervalle
intercestral.

Dans le groupe d'induction a la Bromocriptine, les deux femelles induites
(06) et (07) ont connu un raccourcissement de leur intervalle intercestral
respectivement de 11.5 jours et 2 jours avec une moyenne de 6.75 + 9.31 jours
[NS] et un intervalle de [(-2.56) — 16.06]. Cette valeur est non significative car
l'intervalle de confiance contient la valeur zéro. Aucun raccourcissement significatif

de cet intervalle n'est donc enregistré par la Bromocriptine.

Par contre, le groupe d'induction a la Cabergoline a connu un
raccourcissement moyen de l'intervalle intercestral de 43.40 £ 14.30 jours avec
une plage de confiance de [29.10 — 57.70]. Pour le calcul de cette moyenne, nous
avions retiré les deux femelles présentant l'ancestrus primaire et secondaire soit

les femelles portant les codes (05) et (06).

Dans la littérature, des moyennes de raccourcissement de l'intercestrus

beaucoup plus importantes sont rapportées [59], [08].

5.4.1.4. Etude comparative du paramétre durée du traitement.

Les deux femelles induites a la Bromocriptine portant les numéros de
code (06) et (07) ont répondu respectivement au bout de 38 et 34 jours de
traitement avec une moyenne de 34.50 + 6.86 jours de traitement avec un
intervalle de [27.64 — 41.36].

Ce chiffre s'éloigne des résultats d'études de la plupart des auteurs,
certainement parce qu'il n'est pas significatif et pas représentatif du lot d'étude (2

femelles induites sur 8 femelles traitées a la Bromocriptine).
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A part CONCANNON qui a rapporté une durée de traitement de 17-28
jours et Van-HAAFTEN B et ses collaborateurs une durée de 47 + 2 jours de
traitement a la Bromocriptine [99], [111]; la littérature évoquent des périodes assez

longues de traitement allant de 92 + 11 jusqu'a 136 + 16 jours [127], [142].

Ce ci nous a posé un réel probleme dans notre étude accentué par les
effets secondaires surtout émeétisants de cette molécule et nous a empéché de
prolonger la durée du traitement, malgré toutes les tentatives d'habituer

progressivement les chiennes au traitement.

Dans le cas du groupe d'induction a la Cabergoline, la durée de traitement
moyenne est de 24.43 + 7.77 jours avec une plage de confiance de [16.66 —
32.20] pour les 7 femelles induites sur 8 chiennes traitées. Cette moyenne est

ainsi relativement plus significative.

Notre résultat se rapproche des valeurs rapportées dans la littérature pour
le méme protocole de traitement en termes de dose utilisée. En 'occurrence des
périodes de (23.5 + 3.2) jours et de (23.5 + 5) jours de traitement ont été

rapportées respectivement par [09], [123].

Des durées de traitement beaucoup plus courtes ont été rapportées.
Cristina GOBELLO et ses collaborateurs a la Faculté des Sciences vétérinaires de
I'Université de La Plata en Argentine rapportent en 2002 une durée de traitement
de 16.2 + 2.7 jour et ZOLDAG L et ses collaborateur rapporte en 2001 une durée

de traitement qui oscille entre 6 -14 jours [144], [119].

Ces valeurs qui s'éloignent a la baisse de nos résultats sont expliquées
par la dose de Cabergoline utilisée dans ces travaux qui est beaucoup plus élevée
que la notre (6mg/kg/j).

Nous avons constaté dans notre étude qu'un autre facteur influe sur la
durée du traitement. C'est le stade d'ancestrus dans lequel se trouve la femelle au

moment du début de traitement d'induction.

Dans le groupe d'induction a la Cabergoline, les femelles portant les
numéros de code (04) (11) et (10) ont commencé a recevoir leur traitement alors

gu'elles étaient situées dans leurs cycles respectivement au début, a la moitié et a
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la fin de I'ancestrus. Leurs durées de traitement sont respectivement de 32, 20 et

12 jours.

Ces résultats suggerent qu'un traitement d'induction a la Cabergoline
débuté au stade précoce de I'ancestrus requerra une longue durée pour pouvoir
induire I'cestrus, par contre il sera de courte durée s'il est débuté a un stade tardif

de l'ancestrus. Sa durée sera moyenne s'il est débuté a la moitié de I'ancestrus.

Professeur John Francois VERSTEGEN a rapporté des durées de
traitement de (20 + 3) jours (14 + 3) jours et (6 + 1) jours respectivement pour les
femelles traitées en début d'ancestrus, au milieu d'ancestrus et en fin d'ancestrus

[124] ce qui est en parfaite concordance avec nos résultats.

Enfin dans notre étude, ce critére d'évaluation comparative des deux
traitements d'induction favorise donc le protocole Cabergoline et défavorise le

protocole Bromocriptine.

5.4.1.5. Etude comparative du parameétre intervalle intercestral suivant le cycle
induit.

Le tableau 2x2 comparatif des résultats de l'intercestrus suivant le cycle
induit pour les deux lots de traitement avant et aprés induction se présente comme

suit:

INTERCESTRUS SUIVANT
AVANT INDUCTION APRES INDUCTION
Lot "A" 215.33+56.14 | 200.00 + 34.24
D' INDUCTION
raBmoolon | [169.19—271.48] | [165.76 — 234.24]
e 204.17 +33.02 | 186.29+8.87
a8 | [171.15-237.18] | [177.42 — 195.15]

Ce tableau montre que le traitement d'induction qu'il soit a la
Bromocriptine ou a la Cabergoline, n'affecte pas considérablement l'intercestrus
du cycle suivant le cycle induit chez la chienne induite. Celle-ci reviendrait donc en

chaleur dans un délai habituel.



169

En revenant au tableau des résultats bruts (Cf Tableau 113), nous
remarquons que dans le groupe d'induction a la Bromocriptine, et sur les deux
femelles induites du lot (06) et (07) sont revenues en chaleurs dans des délais
comparables a ceux de leurs cycles précédents. Les deux femelles induites (06) et
(07) ont eu un intervalle intercestral suivant le cycle induit de respectivement 184
et 170 jours comparés respectivement a 177.5 et 170 jours avec un écart de

respectivement 6.5 et 11 jours.

Les femelles induites dans le groupe d'induction a la Cabergoline a part
les deux chiennes présentant le probléme d'ancestrus primaire et secondaire sont
les femelles portant les numéros de code suivants: (04), (11), (10), (15) et (16).
Elles ont eu des intervalles intercestraux suivant le cycle induit de respectivement
170, 185, 189, 191 et 177 jours comparés respectivement a 163.5, 181, 182,
230.5 et 287 jours avec un écart de respectivement 6.5, 04, 7, -39.5 et -110 jours.

Pour les trois premiéres femelles a savoir (04), (11) et (10) qui sont a
cycle régulier; les intervalles intercestraux suivant le cycle induit sont pratiquement
inchangés par rapport aux intervalles précédents recueillis des renseignements

reproductifs des femelles de I'expérimentation (Tableau I1.2).

Par contre, les deux autres femelles a savoir (15) et (16) ont connu un
raccourcissement de leurs intervalle intercestraux prolongé, car ce sont des
chiennes a cycle irrégulier présentant le probléme d'un intercestrus long mais

physiologique (<12mois).

Cette constatation suggére que le traitement d'induction chez une chienne
a cycle régulier ne modifie pas son intercestrus qui suit le cycle induit. Ce
traitement d'induction réduit cet intervalle chez la femelle a cycle irrégulier en le

réduisant considérablement.

Enfin, I'évaluation comparative des deux traitements d'induction de notre
étude et leur action sur l'intervalle intercestral qui suit le cycle induit ne permet de

tirer aucune différence significative entre les deux molécules.
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5.4.1.6. Etude comparative de I'efficacité des traitements sur les intercestrus longs.

Dans le groupe d'induction de I'cestrus a la Cabergoline, deux femelles
parmi celles induites présentaient un intercestrus long soit un intervalle intercestral
de 270 jours et un intervalle intercestral de 221 jours respectivement pour les
femelles codées (15) et (16) du lot B. ces deux chiennes ont toutes les deux
répondu au traitement aprés respectivement 18 et 16 jours d'administration de la
Cabergoline (Cf Tableau 11.4).

Par contre dans le lot A d'induction a la Bromocriptine, les deux femelles
présentant un intercestrus long et qui sont les chiennes codées (13) et (14) avec
respectivement des intervalles intercestraux de 229 jours et 297 jours; elles n'ont

pas répondu au traitement d'induction (Cf Tableau 11.4).

L'évaluation comparative des deux traitements d'induction (Cabergoline
versus Bromocriptine) montre d'aprés I'étude de ce facteur que la Cabergoline est
plus efficace que la Bromocriptine dans l'induction de I'cestrus chez les femelles
présentant des intercestrus longs sans pour autant constituer un probléme
d'ancestrus secondaire; c'est-a-dire sans dépasser douze 12 mois de non retour

en chaleurs.

5.4.1.7. Etude comparative de l'efficacité des traitements sur les ancestrus
primaire et secondaire.

Dans le groupe d'induction a la Bromocriptine, aucune réponse a
I'induction n'a été enregistrée sur les deux femelles présentant I'ancestrus primaire
"femelle: (01)" et I'ancestrus secondaire "femelle: (18)" n'ayant pas manifesté de

chaleurs depuis 478 jours soit a peu prés 16 mois d'ancestrus.

Pour le lot d'induction a la Cabergoline la femelle présentant I'ancestrus
primaire "femelle: (5) et la femelle présentant I'ancestrus secondaire "femelle: (09)"
depuis 536 jours soit a peu prés 18 mois, ont répondu toutes les deux au

traitement d'induction avec respectivement 40 jours et 33 jours de traitement.

L'évaluation comparative des deux traitements d'induction (Cabergoline
versus Bromocriptine) montre d'aprés I'étude de ce facteur que la Cabergoline est

plus efficace que la Bromocriptine dans l'induction de I'cestrus chez les femelles
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présentant des problemes d'ancestrus primaires ou secondaires a condition que
ces femelles soient soumises avant tout traitement d'induction a une exploration
poussée de leurs ancestrus pour écarter une quelconque origine déterminée

imposant des mesures thérapeutiques particuliéres.

Dans le cas de notre étude, les femelles présentant le problémes
d'ancestrus primaire a savoir les chiennes numéro (01) et (05) et les chiennes
présentant le problemes d'ancestrus secondaire a savoir les chiennes numéro (08)
et (09) ont été largement explorées cliniquement et biologiquement avant
I'expérimentation dans le cadre de la prise en charge médicale de leur cas
d'ancestrus. La décision d'induire a été le dernier recours pour ces femelles aprés

avoir écarté toute cause extra-gonadique d'ancestrus.

C'est ainsi qu'elles ont été réparties équitablement sur les deux groupes
d'induction de notre étude dans le but de tenter enfin le déclenchement de

I'cestrus et la restauration de la fonction de reproduction.

En plus des critéres d'évaluation précitées ayant servi a étudier
comparativement les deux protocoles d'induction, nous évoquons le facteur effets
secondaires du traitement, et facilité de préparation, mesure et administration de

la dose quotidienne.

5.4.1.8. Evaluation du facteur "Effets secondaires" des traitements.

La Bromocriptine dés le début du traitement a eu un effet émétisant
intense sur pratiqguement la totalité des femelles traitées. Aucun anti émétique n'a
eté utilisé dans notre étude pour éviter tout éventuel antagonisme par compétition
car les antiémétiques spécifiques agissent par le méme biais des récepteurs
dopaminergiques D2 [128]. Ces effets secondaires enregistrés dans notre étude
sont concordants avec ce qui est rapporté dans la littérature [144], [08], [137].
Cependant, I'effet émétisant n'a pas complétement disparu malgré la progression

que I'on a observée dans l'application du protocole.

Dans le groupe de traitement a la Cabergoline, aucun effet de ce genre
n'a été enregistré et la dose quotidienne a été trés bien tolérée par les femelles

d'étude. La Cabergoline semble mieux tolérée a la dose utilisée (0.005 mg/kg/j)



172

que la Bromocriptine (0.05 mg/kg/j). Cela est en parfaite concordance avec la
littérature qui rapporte l'action sélective de la Cabergoline dénuée d'effets

centraux offrant ainsi une marge de sécurité importante [138].

Il apparait clairement de I'étude de ce facteur que I'évaluation comparative
des deux traitements d'induction (Bromocriptine versus Cabergoline) favorise
indéniablement la Cabergoline dans l'application des protocoles d'induction de
l'oestrus et défavorise la Bromocriptine pour son inconveénient lié aux effets
secondaires (effet émétisant) rendant parfois son utilisation problématique
notamment avec les longues durées de traitement imposées par cette molécule et
l'impossibilité d'emploi des antiémétiques spécifiques a cause de leur

antagonisme par compétition avec les récepteurs dopaminergiques D2 .

5.4.2. Discussion des résultats de I'étude de corrélation des données
hormonales et cytologiques

Il ressort de la compulsion de la littérature que dans les anciennes études
sur la cytologie vaginale et les indices cytologiques, les auteurs ne se sont pas
intéressés a étudier I'évolution des taux cellulaires en fonction de la
progestéronémie. Ces auteurs ont par contre étudié la relation de ces ratio
cellulaires avec les modifications anatomiques et comportementales [145], [146] et

avec la variation et le pic de la LH [147].

LINDE et KARLSSON ont pour la premiére fois en 1984 étudié la relation
des variations de la kératinisation vaginale avec celles des taux de la
progestérone et de I'cestradiol [60]. Cependant; cette étude difféere de la notre
dans son approche et n'offre malheureusement pas de possibilités de
comparaison. Dans nos résultants, nous n'avons pas pu mettre en évidence
I'existence franche d’'un pic mineur de kératinisation dans les 3 a 4 jours qui
précedent le pic principal de kératinisation de I'cestrus comme rapporté dans cette

étude.

En 2005, Professeur Alain FONTBONNE de I'ENV d'Alfort s'est intéressé
a I'établissement de criteres cytologiques pour tenter d’évaluer la progestéronémie
en début de pro-cestrus. |l a lancé sous sa direction une étude rétrospective sur

les données de suivi d'une année compléte (2003) au Centre d'Etude en
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Reproduction Canine Assistée a Alfort [61]. Compte tenu de l'originalité de cette
approche, nous nous sommes trouvés limités dans nos possibilités de

comparaison aux seuls résultats de cette étude.

Concernant I'évolution du taux de la progestérone sérique en fonction des
critéres cytologiques, nos résultats s'accordent parfaitement avec ceux du Docteur
FONTBONNE et le critere le plus fiable retenu comme bon indicateur d'une
progestéronémie inférieure a 2ng/ml est d'avoir sur une lame de frottis vaginal plus
de 40% de cellules basophiles ( >40% de basophilie).

Ce critére cytologique a regu dans notre étude un pourcentage de 100%
pour deux des trois seuils de progestéronémie étudiés a savoir (P4<1.5ng/ml et
P4<2ng/ml) avec une marge d'erreur de 0%; et 98.51% avec une marge d'erreur
de 1.49% pour le seuil de progestéronémie le plus restrictif des trois (P4<1ng/ml)
alors que dans I'étude de FONTBONNE les résultats étaient de 93.41%, 94.74%
et 98.68% avec des marge d'erreur respectivement de 6.59%, 5.26% et 1.32%

pour les seuils respectifs de (P4<1ng/ml; P4<1.5ng/ml; P4<2ng/ml).

Pour le seuil de progestéronémie le plus restrictif (P4<1ng/ml) et le critére
de >40% de basophilie, le résultat de 98.51% était représenté par 66 frottis sur 67
étudiés. Un seul frottis correspondait donc a une progestéronémie au dessus du
seuil étudié (P4<1ng/ml). Il s'agit d'un frottis qui pour un pourcentage de basophilie
de 45.98% il correspondait a un taux de progestérone de 1.01ng/ml. Nous voyons
que l'écart entre cette valeur de progestéronémie et la valeur du seuil

(P4<1.00ng/ml) est minime, elle est de 0.01 ng/ml.

Quand au critére d'avoir plus de 50% de basophilie (>50% de basophilie)
beaucoup plus restrictif que le critéere (>40% de basophilie), nous avions regu un
résultat de 100% avec une marge d'erreur nulle pour les trois seuils de
progestéronémie étudiés. C'est a dire que les 59 frottis répondant a ce critére
cytologiques correspondaient tous a des progestéronémies en dessous du seuil
restrictif de 1ng/ml (P4<1ng/ml).

Contrairement a I'étude de Alain FONTBONNE, nos marges d'erreur pour
les critéres cytologiques de basophilie étaient nulles a I'exception de la

combinaison du critére cytologique (>40% de basophilie) avec le seuil de
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progestéronémie (P4<1ng/ml). Ceci pourrait s'expliquer par la différence de la
taille échantillonnale qui était de 543 frottis étudiés pour I'étude de FONTBONNE
et se 282 frottis étudiés dans notre cas ce qui confére plus de puissance aux tests

statistiques de la premiére étude.

Pour les critéeres cytologiques relatifs au pourcentage d'éosinophilie a
savoir trouver sur la lame du frottis vaginal moins de 10%, moins de 25% et moins
de 33% de cellules éosinophiles (kératinisées), nous avions obtenu comme
résultats pour le seuil de progestéronémie de (P4<2ng/ml) respectivement
96.15%, 92.71% et 91.59% avec des marges d'erreur respectives de 3.85%,
7.29% et 8.41%.

Ces résultats sont proches de ceux trouvés dans I'étude de FONTBONNE
est qui étaient respectivement de 93.13%, 92.23% et 90.17% avec des marges
d'erreur respectivement de 6.87%, 7.77% et 9.83%.

Dans notre étude comme dans I'étude comparative, ces marges d'erreur
ne sont pas tolérables et les trois critéeres cytologiques relatifs au taux
d'éosinophilie (<10%, <25% et <33%) semblent peu fiables; méme le plus restrictif
des trois étudiés n'a pu étre retenu comme bon indicateur d'une progestéronémie

inférieure a 2ng/ml.

En conclusion, le pourcentage des cellules éosinophiles est un critére
d'analyse facile a appliquer car il n'exige aucun typage cellulaire mais seulement
de comptabiliser les cellules complétement acidophiles. Cependant, ce critére
souffre d'une marge d'erreur importante, il parait donc trés peu fiable et ne peut

étre retenu comme indicateur d'un seuil de progestéronémie.

Le pourcentage de cellules basophiles est lui aussi facile a analyser car il
n'exige aucun typage cellulaire selon la morphologie, le lecteur aura seulement a
comptabiliser les cellules completement basophiles sans avoir a distinguer leurs
morphologies. De plus, il est plus fiable que le taux d'€osinophilie. Avoir sur une
lame de frottis vaginal plus de 40% de cellules basophiles ">40% de basophilie" a
été retenu comme un critére fiable et a été considéré comme bon indicateur d'une

progestéronémie inférieure au seuil de 2ng/ml.
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CONCLUSION

Lés résultats de cette étude suggerent d'une part que le protocole
d'induction a la Cabergoline utilisé [0.005 mg/kg/j PO de Cabergoline (Galastop ©
Sol Buv 15 ml) jusqu'a apparition du pro-cestrus ou pendant une durée maximale
de 40 jours] s'avere plus efficace et plus sir que celui a la Bromocriptine [0.05
mg/kg/j PO de Bromocriptine (Parlodel© cp sec 2.5 mg) jusqu'a apparition du pro-
cestrus ou pendant une durée maximale de 40 jours ] a induire chez la chienne
domestique un cestrus fertile suivi d'une gestation, mise-bas et d'une prolificité
normales et également un retour en chaleur dans un délai normal.

D'autre part, la Cabergoline serait plus efficace que la Bromocriptine dans
l'induction d'cestrus chez les chiennes souffrant d'un inter-cestrus prolongé et
également chez les femelles présentant un probléeme d'ancestrus primaire et
secondaire.

Les taux d'induction, de gestation et de natalité ont eu les mémes valeurs
de 87.5% pour la Cabergoline versus 25% pour la Bromocriptine. Pour la
comparaison de ces pourcentages loin de linfluence du hasard, le test des

probabilités exactes de Ficher a été appliqué.

Il est a conclure, dans les conditions de cette étude, que le traitement a la
Cabergoline est cliniquement plus efficace que le traitement a la Bromocriptine, a
induire un cestrus fertile suivi de gestation et mise bas, avec des taux d'induction
de gestation et de natalité de 87.5% versus 25%; et une différence statistiquement
significative (P<0.05). La probabilité pour que le hasard puisse expliquer cette
différence est (P = 0.020279721) de loin en dessous du seuil de signification de
5%.

Le traitement a la Cabergoline a duré 24.43 + 7.77 jours (Moy + SEM)
avec un intervalle de [16.66 — 32.20] contre une durée de traitement moyenne de
34.50 £ 6.86 jours pour le traitement a la Bromocriptine avec un intervalle variant
entre [27.64 — 41.36].

De plus, le traitement a la Cabergoline a permis de raccourcir l'intervalle
intercestral chez les femelles d'étude a cyclicité normale d'une moyenne de 43.40

+ 14.30 jours avec un intervalle de [29.10j — 57.70j] par contre aucun
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raccourcissement de cet intervalle n'a été obtenu avec le traitement a la
Bromocriptine sur les deux chiennes induites.

Pour la moyenne de prolificité ou la taille moyenne de la portée, aucune
différence significative n'a pu étre enregistrée entre les mise-bas précédentes et la
mise-bas du cycle induit.

Par ailleurs, I'étude statistique des données cytologiques et hormonales
de l'étude a montré qu'au début du pro-cestrus, la corrélation entre le taux de
progestérone et les pourcentages en cellules basophiles et éosinophiles est
nettement marquée. Parmi les critéres cytologiques étudiés, celui d'avoir plus de
40% de cellules basophiles sur le frottis vaginal (>40% de basophilie) s'est montré
le plus fiable avec une marge d'erreur nulle. Son application signifie que lorsque le
pourcentage des cellules basophiles est strictement supérieur a 40%, nous avons
une trés forte certitude que la progestéronémie est inférieure a 2ng/ml, il est donc
inutile de doser cette hormone. Lorsque ce pourcentage de basophilie sera

inférieur a 40%, alors les dosages prendront toute leur valeur.

Ce critére permettrait donc de revaloriser les examens cytologiques en
début de pro-cestrus en évitant de pratiquer des dosages de progestéronémie
colteux et inutiles d'ou son intérét financier indéniable pour toute structure
assurant le suivi médicalisé des chiennes de reproduction par cytologie vaginale

et dosage de la progestérone.
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RECOMMANDATIONS

Ce modeste travail a été pour nous une source d'enseignements divers
dans le domaine de la reproduction des carnivores et des problémes de la
recherche scientifique dans ce domaine. A son issue, nous voudrions émettre
quelques recommandations d'abord dans le sujet de I'étude a l'attention des
vétérinaires praticiens qui en clientéle seront confrontés aux indications diverses
du traitement d'induction de I'cestrus, puis a l'attention du Centre de Formation
Cynotechnique de la Gendarmerie Nationale de Bainem lieu de cette
expérimentation et finalement a l'attention de notre chére Faculté Agro-Bio-

Vétérinaire de I'Université de Blida,

Si les auteurs s'accordent a recommander, dans un contexte clinique,
I'emploi des agonistes de la dopamine dans l'induction de I'cestrus chez la
chienne, par rapport aux autres protocoles hormonaux demeurant encore a
I'échelle expérimentale; nous recommandons a lissue de notre étude
comparative, le protocole Cabergoline (5 ug/kg/j PO jusqu'a apparition du pro-
oestrus) comme traitement de choix aussi bien dans le déclenchement volontaire
des chaleurs que dans le rétablissement de la cyclicité en cas d'intercestrus
anormalement prolongé€, par rapport a la Bromocriptine car il présente I'avantage
d'efficacité clinique, de rapidité d'action, et d'inoffensivité. La Bromocriptine ne
peut étre recommandée cliniquement, car son protocole souffre, dans les
conditions de notre travail, d'un défaut d'efficacité et des effets secondaires
emeétisants difficlement contrdlables notamment pendant les longues périodes de

traitement.

A l'attention du Centre de Formation Cynotechnique de la Gendarmerie
Nationale de Bainem lieu de notre expérimentation, ou se pratique déja un
protocole de suivi médicalisé pour les femelles de reproduction; nous voudrions
recommander vivement |'application de ce protocole d'induction a la Cabergoline
qui permettra d'accroitre le nombre annuel des portées et d'augmenter ainsi le
nombre de chiots produits ce qui offre au CFC/GN d'une part une source
importante et stable pour la réalisation de la ressource canine et d'autre part un
outil pour la planification optimale de ses programmes de reproduction en fonction

de ses objectifs et ses convenances.
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A l'attention de la Faculté Agro-Bio-Vétérinaire de I'Université de Blida,
nous voudrions aussi recommander d'instaurer en clinique vétérinaire un suivi
médicalisé du cycle cestral (frottis vaginal et prise de sang pour dosage ultérieur
de la progestérone) au profit des propriétaires de chiennes désireux de faire
reproduire leurs femelles et surtout au profit des éleveurs officiellement inscrits a
I'association des éleveurs canins. Une fois en route, ce suivi systématique des
chaleurs constituera progressivement une base de données diversifiée qui offrira
matiére aux études rétrospectives et prospectives. De plus, c'est dans le cadre
d'un tel suivi médicalisé du cycle, que trouve son entiére utilité I'emploi du critére
de basophilie que nous avons étudié (plus de 40% de basophilie) et que nous
recommandons ici comme indicateur cytologique fiable pour orienter et raisonner

les dosages de la progestérone en début du pro-cestrus.
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APPENDICE A - LISTE DES SYMBOLES ET DES ABREVIATIONS

AD

BA
BBM
CERCA

CERREC

CFC/GN

CRND
CIB
CIPC
CPB
DES
dl
ECV
EDTA
EIA
FSH
GnRH
hCG
IE
MGG
PGF.a
PLT
PMSG
PNN
P4
RIA
SA
SN

X2

: Agoniste Dopaminergique
: Berger Allemand
: Berger Belge Malinois

Centre d'Etude en Reproduction Canine Assistée

Centre d'Etude et de recherche en Reproduction et Elevage des
Carnivores

Centre de Formation Cynotechnique/Gendarmerie Nationale de
Bainem

Centre de Recherche Nucléaire de Draria
: Cellule Intermédiaire basophile

: Cellules Intermédiaire Polychromatophile
: Cellule Parabasale

: Di-Ethylstilboestrol

: Degré de liberté d'un tableau de contingence
: Examen Cytologique Vaginal (Frottis vaginal)
: Ethyléne Di-méthyle Tetra Acétique

: Enyyme-Immuno-Assay

: Follicule Stimulating Hormone

: Gonadotropin Releasing Hormon

Human Chorionic Gonadotropin

: Indice Eosinophile

: May Grinwald Giemsa

: Prostaglandin F2 alpha

: Prolactine

: Pregant Mare's Serum Gonadotropin
Polynucléaire neutrophiles

Progestérone

: Radio Immuno Assay

Saillie Assistée

Saillie Naturelle

Test statistique de Khi-deux de Pierson



APPENDICE B

APPENDICE B - DEPLIANT DE PRESENTATION DU CFC/GN DE BAINEM

REPUBLIQUE ALGERIENNE
DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

MINISTERE DE LA DEFENSE
NATIONALE

COMMANDEMENT DE LA
GENDARMERIE NATIONALE

Centre de formation cynotechnique de
la gendarmerie nationale.

Clest 2 BAINEM, commune
de HAMMAMAT, dans une
forét superbe, située sur les
hauteurs ouest de le Wilaya
d'ALGER, surplombant les
plus belles plages de la
Capitale que se trouve
implanté LE CENTRE DE
E O R MoA L (EN
CYNOTECHNIQUE DE
LA GENDARMERIE
NATIONALE..

Missions dévolues au Cenire:

1 - La formation des Conducteurs, Maitres de
Chiens et personnels instructeurs.

2 - Le suivi technique des équipes Cynophiles,
Groupces Cynophiles et Annexes Régionales.

3 - La rcmise en condition des personnels
spécialisés et l'entretien des chiens de la

Gendarmerie Nationale.

Le CENIRE organise Annuellement:

- Deux (02) Stages de formation de Conducteurs de
Betes Spécialisés ou Maitres de chien en Février et en
Septembre.

- Un (01) Stage de remise a niveau (Recyclage) en juin.
- Un (01) Stage de Chiens détecteurs d'Armes.

- 1 Stage de Chiens d'interventions et secours.

Quelques chiffres:

En 2002, la Gendarmerie compte

200 équipes cynophiles:

- 108 Chiens de garde
et d'accompagnement.

- 47 Chicns pisteurs.

- 39 Chiens de recherche
de stupéfiants.

- 02 Chiens de recherche
d'Armes :

- 04 Chiens d'assauts.

Les interventions
en 2001...

- 213 interventions
de pistage;

- 4066 interventions
de recherches de
stupéfiants;

- 2625 sorties de
gardes et patrouilles

- 325 Services de Barrages de Controles routiers.

Depuis 1962, le Centre de Formation
Cynotechnique de la Gendarmerie National a
formé 750 équipes Cynophiles (militaire + chien)

Il assure également le remplacement des bétes
mortes ou réformées pour inaptitude au service.

Le public est cordialement invité a visiter le
Centre chaque année de septembte a juin, tout les
lundi de (14:00-18:00).

CENTRE DE FORMATION CYNOTECHNIQUE
! DE LA GENDARMERIE NATIONALE
BAINEM, COMMUNE DTL HAMMAMAT B.P.199
Ain-Benien - ALGER (16.202)
Tel: 021,904,552 - Fux:: 021.904.554



APPENDICE C
APPENDICE C - ETAT NOMINATIF DES FEMELLES DE L’EXPERIMENTATION

N Nom Matricule Tatouage Née le Al périod:?jpérimentale) Race OBSERVATIONS
1 ARINA 2120805 FN.7491 28/10/00 6 ANS B/A R.A.S
2 BONA 1 2210821 GN.821 31/01/02 4 ANS B/A R.A.S
3 BONA 2 2210822 GN.822 31/01/02 4 ANS B/A R.A.S
4 CHARLOTTE 2110837 GN.837 20/03/01 5 ANS B/A R.A.S
5 DATCHA ND BAT 85 25/04/01 5 ANS BERGER ATLAS R.A.S
6 DOUSHKA ND BBM 54 19/06/03 3 ANS BBM (X) R.A.S
7 IRA1 2210827 GN.827 08/02/02 4 ANS B/A R.A.S
8 IRA 2 2210828 GN.828 08/02/02 4 ANS B/A R.A.S
9 LIZA ND BA 245 08/08/02 4 ANS B/A R.A.S
10 LORAZ2 21.10.818 GN.818 21/11/01 5 ANS B/A R.A.S
11 LYSA ND 17/12/02 4 ANS BBM R.A.S
12 MITCHA 9920801 DA-5738 14/04/99 7 ANS B/A R.A.S
13 NEBRASKA 2020801 GI-8113 04/12/2000 6 ANS B/A R.A.S
14 RYM ND AZAW 5 03/02/01 5 ANS AZAWAKH R.AS
15 VENUS ND COR 44 04/06/01 5 ANS CORNIAUD R.AS
16 XAVA ND DOB 99 12/03/03 3 ANS DOBERMAN R.AS




APPENDICE D
APPENDICE D - FICHE INDIVIDUELLE DE FEMELLE REPRODUCTRICE

FICHE INDIVIDUELLE DE FEMELLE REPRODUCTRICE

e NOM/ IRA-1

e MATRICULE/ 22.10.827

e TATOUAGE/ GN-827

e DATE DE NAISSANCE/ 08/02/2002

e RACE/ BERGER ALLEMAND

e ROBE/ N/F

e DATE DES PREMIERES CHALEURS (PUBERTE)/
e POIDS VIF D’ENTRETIEN/ 30Kg

ORDRE DES CYCLES OESTRAUX
PARAMETRE REPRODUCTIF CYCLE CYCLE CYCLE CYCLE CYCLE CYCLE CYCLE CYCLE
N°. N°.. N°.. N°.. N°.. N°.. N° .. N° ..
ECOULEMENT DEBUT 17/07/05 28/12/05 06/06/06 15/11/06 05/05/07 Ik Ik Ik
VULVAIRE D’ECOULEMENT
COMPORTEMENT v v v v v 1" 1" 1"
FROTTIS VAGINAL ND ND v 1" 1" 1"
METHODE DE DETECTION DE FROTTIS + DOSAGE- ND ND v v // // //
L’OVULATION P4
OSAGE-Pd ND ND ND ND ND Il Il Il
DOSAGE-LH ND ND ND ND ND I " "
DATE D’INSEMINATION (SN/SA/IA) 31/07/05 | 02/01/06 ND 12/12/06 23/05/07 " " "
SAILLIE NATURELLE SN SN ND SN SN // // //
METHODE  D’INSEMINATION | _GN)
SAILLIE ASSISTEE ND ND ND ND ND // // //
(SA)




EII\I'ZI)EM ARTIFICIELLE ND ND ND ND ND // // /I
DATE DU DOUBLEMENT 02/08/25 04/01/06 ND 14/12/06 25/05/07 Il I/ I/
DATE DU DEUXIEME DOUBLEMENT 04/08/05 06/01/06 ND ND 27/05/07 Il Il Il
MAX BENEFIT NERO NERO I I I
ETALON UTILISE ND
DGC CLI NIQUE v v ND v v I I Il
DIAGNOSTIC

DGC BIOLOGIQUE ND ND ND ND ND I / /

DE
GESTATION DGC ECHOGRAPHIQUE ND ND ND ND ND I / /
DGC RADIOLOGIQUE ND ND ND ND ND Il Il Il
DENOMBREMENT RADIO DES | PATE D’EXAMEN — ND ND ND ND I Il I
DATE D’EXAMEN ND ND ND ND ND // // //
CONTROLEIE)CIE_l\_/LIJéBILITE DES METHODE D’EXAMEN ND ND ND ND ND M M /]
RESULTATS ND ND ND ND ND I I I
AVORTEMENT ND ND ND ND ND I / /
DATE DE LA MISE BAS 01/10/05 02/03/06 ND 13/02/07 24/07/07 Il Il Il
FACILE v v ND v v I/ I Il
DEROULEMEEIZSDE LA MISE DIFICILE ND ND ND ND ND // I/l I/
DUREE ND ND ND ND ND I / /
CHIOTS FEMELLE 2 2 ND 2 3 Il Ik I
TAILLE DE LA PORTEE CHIOTS MALE 2 > ND 3 7 7 i 7
NOMBRE DE TARRES CONGENITALES 0 0 ND 0 0 Il Il Il
MORTALITE 0-48 H 1 0 ND 0 2 I Il Il
MORTALITE — 8 JOURS 0 0 ND 0 0 I Il Il

MORTALITE MORTALITE -15 ND

JOURS 0 0 0 0 1l Il Il
NB DE CHIOTS SEVRES 5 4 ND 0 5 i/ Il Il




APPENDICE E - FICHE INDIVIDUELLE DE RENSEIGNEMENT

APPENDICE E

CHIENNE NOMMEE « IRA-1 » CODE (07)

EXAMEN DE L’APP GENITAL EXTERNE

AUTRES SIGNES D’OESTRUS

FROTTIS VAGINAL

PRISE DE SANG

Ordre de D;ete (Modifications organigues) oS
Passage passage (Edeme Mugqueuse Ecoulement Com Réflexes- Couleur Odeur Bt Code
vulvaire vulvaire vulvaire portement postures écouvillon écouvillon p?iese échantillon
1. 03/06/06 2 1 (+) Sg 1 0 3 RAS ND ND RAS
2, 06/06/06 2 1 (+) Sg 2 S.Am (+) 3 RAS ND ND RAS
3. 10/06/06 2 1 (+) Sg 2 S.Am (+) 2-3 RAS ND ND RAS
4. 13/06/06 2 1 (+) Sg 2 S.Am (+) 4 RAS 10H15 | 7(13/06/06) | RAS
5. 17/06/06 2 1 (+) Sg 2 ND 4 RAS 09H45 | 7(17/06/06) | RAS
6. 20/06/06 2 1 ) 0 0 4 RAS 10H05 7(20/06/06) | RAS
7. 24/06/06 1-2 0 ) 0 0 1 RAS 09H10 7(24/06/06) | RAS
8. 27/06/06 1 0 ) 0 0 4 RAS 11H10 7(27/06/06) | RAS
9. 01/07/06 1 0 ) 0 0 1 RAS 09H37 | 7(01/07/06) | RAS
10. 15/07/06 0 0 ) 0 0 1 RAS 10H28 | 7(15/06/06) | RAS
11. 22/07/06 0 0 ) 0 0 1 RAS 10H20 | 7(22/07/06) | RAS
12. 29/07/06 0 0 ) 0 0 1 RAS 10H10 | 7(29/07/06) | RAS
13. 05/08/06 0 0 ) 0 0 1 RAS 09H20 | 7(05/08/06) | RAS
14. 12/08/06 0 0 ) 0 0 1 RAS 09H44 | 7(12/08/06) | RAS
15. 19/08/06 0 0 ) 0 0 1 RAS 10H16 | 7(19/08/06) | RAS
16. 26/08/06 0 0 ) 0 0 1 RAS 10H57 | 7(26/08/06) | RAS
17. 27/09/06 0 0 ) 0 0 1 RAS 10H20 | 7(27/09/06) | RAS
18. 30/09/06 0 0 ) 0 0 1 RAS 09H40 | 7(30/09/06) | RAS




01. Tableau de codification des modalités du caractére 05. Tableau de codification des modalités du caractéere

« Edeme vulvaire » : « Réflexes et postures » :
CODE | SIGNFICATION CODE SIGNFICATION
«0» | Absence d’cedéme S.Am + Signe (Réflexe) d’Amantéa positif
«1» Edéme léger P. Lordose + Posture de Lordose positive
«2» Edeme intense

06. Tableau de codification des modalités du caractére

02. Tableau de codification des modalités du caractére « Couleur de I’écouvillons s » :
« Muqueuse vulvaire » :
CODE | SIGNFICATION CODE | SIGNFICATION
«0» Normale 01 Blanc
«l1l» Edématiés 02 Rose
03 Rouge
03. Tableau de codification de modalité du caractere 04 Marron
« Ecoulement vulvaire » : Autre Spécifier
CODE | SIGNFICATION
) Absent
(+/-) Peu abondant
(+) Abondant
Sg Sanguinolent
Sx-Sg | Sero-sanguinolent
SX Séreux
Mg Muqueux

04. Tableau de codification des modalités du caractére
« Comportement d’cestrus » :

CODE SIGNFICATION
«0» Comportement social non sexuel
«1l» Comportement sexuel : Attrait — refus du male
«2» | Comportement sexuel : Attrait — Acceptation du male




APPENDICE F
APPENDICE F - TIMING ET CODIFICATION DES ECHANTILLONS SANGUINS POUR LE DOSAGE DE LA P4

VISITE DU :13/06/2006

VISITE DU :17/06/2006

VISITE DU :20/06/2006

N° Nom Heure Code N° Nom Heure Code N° Nom Heure Code
Chienne prise échant Chienne Prise échant Chienne prise échant
01 | ARINA 10H45 | 1(13/06/06) | 01 | ARINA 11H12 | 1(17/06/06) | 01 | ARINA 09H39 | 1(20/06/06)
02 | BONA1 11H20 | 2(13/06/06) | 02 | BONAL 10HO09 | 2(17/06/06) | 02 | BONAL 10H30 | 2(20/06/06)
03 | BONA2 11H10 | 3(13/06/06) | 03 | BONA2 09H39 | 3(17/06/06) | 03 | BONA2 10H45 | 3(20/06/06)
04 | CHARLOTTE | 10H55 | 4(13/06/06) | 04 | CHARLOTTE | 11H25 | 4(17/06/06) | 04 | CHARLOTTE | 09H51 | 4(20/06/06)
05 | DATCHA 10HO00 | 5(13/06/06) | 05 | DATCHA 10H45 | 5(17/06/06) | 05 | DATCHA 11H50 | 5(20/06/06)
06 | DOUSHKA 10H20 | 6(13/06/06) | 06 | DOUSHKA 09H30 | 6(17/06/06) | 06 | DOUSHKA 10HO05 | 6(20/06/06)
07 | IRA1 11H25 | 7(13/06/06) | 07 | IRA1 10H52 | 7(17/06/06) | 07 | IRA1 11H25 | 7(20/06/06)
08 | IRA2 10H40 | 8(13/06/06) | 08 | IRA 2 09H20 | 8(17/06/06) | 08 | IRA 2 09H12 | 8(20/06/06)
09 | LISA.BA 11HO04 | 9(13/06/06) | 09 | LISA.BA 10HO00 | 9(17/06/06) | 09 | LISA.BA 10H21 | 9(20/06/06)
10 | LORA 2 10H35 | 10(13/06/06) | 10 | LORA 2 11H00 | 10(17/06/06) | 10 | LORA 2 09HO00 | 10(20/06/06)
11 | LYSA.BBM 11H30 | 11(13/06/06) | 11 | LYSA.BBM 10H25 | 11(17/06/06) | 11 | LYSA.BBM 08H45 | 11(20/06/06)
12 | MITCHA 11HO00 | 12(13/06/06) | 12 | MITCHA 09H10 | 12(17/06/06) | 12 | MITCHA 10H14 | 12(20/06/06)
13 | NEBRASKA | 09H45 | 13(13/06/06) | 13 | NEBRASKA | 11H10 | 13(17/06/06) | 13 | NEBRASKA | 10H52 | 13(20/06/06)
14 | RYM 09H53 | 14(13/06/06) | 14 | RYM 11H54 | 14(17/06/06) | 14 | RYM 11H10 | 14(20/06/06)
15 | VENUS 09H40 | 15(13/06/06) | 15 | VENUS 10H15 | 15(17/06/06) | 15 | VENUS 08H39 | 15(20/06/06)
16 | XAVA 11H40 | 16(13/06/06) | 16 | XAVA 10H31 | 16(17/06/06) | 16 | XAVA 09H20 | 16(20/06/06)




APPENDICE G
APPENDICE G - CONSIGNES POUR LES FROTTIS VAGINAUX
(D'apres Pr Brigite SILIARD du Service d'Endocrinologie ENVA France)

CONSIGNES POUR LES FROTTIS VAGINAUX

REALISATION

PRELEVEMENT
On utilise un écouvillon stérile long de 15 cm minimum, humidifié a lI'aide d'une goutte

d'eau physiologique (I'eau distillée ou I'eau de robinet altérent les cellules).

Cet écouvillon doit étre introduit le long du bord supérieur des levres vulvaires afin d'éviter
la fosse clitoridienne (mouvement réalisé avec I'écouvillon vertical).

Il est ensuite basculé a I'horizontale et enfoncé doucement, le plus profondément possible.

Aprés quelgues mouvements de rotation, il est lentement retiré vers l'arriére.

ETALEMENT
Il convient alors de faire rouler sans écraser le coton sur I'extrémité de la lame et surtout ne

pas frotter pour ne pas altérer les cellules. Ne pas passer deux fois au Iéme endroit. Cet

étalement doit étre réalisé immédiatement apres le prélevement pour éviter la déssication.

FIXATION
La lame est immédiatement plongée pendant cinq minutes dans un mélange alcool-éther qui

réalise la fixation de I'étalement.
Si vous ne posséder pas de mélange alcool-éther (AA), il est préférable de sécher a l'air et de

ne pas utiliser de bombe fixante.

COLORATION
Coloration Harris Schorr et MGG (faire au moins 2 lames).

Dans la lecture d'un frottis vaginal, trois éléments sont considérés:
- Présence d’hématies ou de leucocytes;
- Formes de cellules, présence ou absence de noyau et forme du noyau s'il existe;
- Affinité tinctoriale du cytoplasme de ces cellules (bleu: basophile, jaune/orangé:
acidophile).

ENVOI
Protéger avec une autre lame, envelopper le tout dans du papier aluminium ou bien envoyer

dans un étui porte-lame.




APPENDICE H

APPENDICE H - TECHNIQUE DE COLORATION DE HARRIS-SCHORR

[SCHUTTE AP; 1967]

ORDRE DE PASSAGE

PRODUITS A UTILISER

TEMPS

MELANGE ALCOOL- ETHER %

5 MINUTES

2 ALCOOL A 70° PLONGER 10 FOIS
3 ALCOOL A 50° PLONGER 10 FOIS
4 EAU DISTILLEE PLONGER 10 FOIS
5 HEMATOXYLINE DE HARRIS 2 MINUTES

6 EAU DISTILLEE PASSAGE

7 EAU DISTILLEE PASSAGE

8 ALCOOL AMMONIACAL 1 MINUTE

9 EAU DISTILLEE PASSAGE

10 ALCOOL 70° PASSAGE

11 ALCOOL 95° PASSAGE

12 COLORANT DE SHORR 2 MINUTES

13 ALCOOL 95° PASSAGE

14 ALCOOL ABSOLU PASSAGE




APPENDICE I
APPENDICE I - NOTICE D'UTILISATION DU COLORANT HEMATOXYLINE D'HARRIS UTILISE
(ACCUSTAIN ® HARRIS HEMATOXYLIN SOLUTION - SIGMA-ALDRICH)

Alcoholic Eosin Solutions are HIGHLY FLAMMABLE and HARMFUL. Hi

® ble. Harmful by inhalation, in contact with skin, and if swallowed. Harmful: pt
ﬁgag'?g&lYNLlnAs%nLﬁTION irreversible eﬁact§ through inhalation, in contact with skin, and if swallowec
SEMA' ALDHICH- (Procedure No. HHS) from sources of ignition - no smoking. Wear suitable protective clgthlng a
g case of accident or if you feel unwell, seek medical advice immediately (st
where possible).
Agueous Eosin Solution. Caution: Substance not yet fully tested.
INTENDED USE Xylene is HARMFUL. Flammable. Harmful by inhalation and in contz
= Irritating to skin. Avoid contact with eyes.
Harris Hematoxylin Solutions are nuclear stains intended for use in Histology and Hydrochloric Acid Solution is CORROSIVE. Causes burns. Irritating 1
Cytology. Harris Hematoxylin Solutions are for “In Vitro Diagnostic Use™. system. In case of contact with eyes, rinse immediately with plenty of wa
Hematoxylin, a common nuclear stain, is isolated from an extract of logwood medical advice. Wear suitable protective clothing, gloves, and eye/face prote
(Haematoxylon campechianum).' The first successful biologic application of hematoxylin of accident or if you feel unwell, seek medical advice immediately (show th
was described by Bohmer' in 1865. Since then numerous formulations have appeared. possible).
Of these, Hamis', Gill's, Mayer's and Weigert's have retained popularity.
Before hematoxylin can be used as a nuclear stain, it must be oxidized to hematein PROCEDURE
and combined with a metallic ion (mordant). Most successful mordants have been salts of
aluminum or iron. SPECIMEN COLLECTION:
Hematoxylin Solutions are regressive stains for use in routine |I‘i3T°|09\f and cytology. Itis recommended that specimen collection be carried out in accordance
The positively charged aluminum-hematein complex combines with negatively charged document M29-A2. No known test method can offer complete assuranc
phesphatase of nuclear DNA forming the blue purple color characteristic of hematoxylin samples or tissue will not transmit infection. Therefore, all blood derivati
stains. ) ) . o ) . specimens should be considered potentially infectious.
Harris Hematoxylin Solution, may also be used in conjunction with Papanicolaou Standard histology texts’ provide necessary details for specimen ct
staining procedures for cytology use. See Sigma-Aldrich Procedure No. HT40. storage.””
REAGENT SPECIAL MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED:
ACCUMATE™ Differentiating Solution, Catalog Nos. A 3179 or A 3429
HARRIS HEMATOXYLIN SOLUTION, Catalog No. HHS Eosin Y Solution Counterstains:
Certified hematoxylin, 7.0 g/, sodium iodate, aluminum ammonium sulfate 12 Hy0, Alcoholic, Catalog No. HT110-1
preservative and stabilizers. OR

Aqueous, Catalog No. HT110-2
STORAGE AND STABILITY: s

" ter ire (18-26°C) protected from light. Reagent is stabl - .
& s‘ﬁug; dat:;f’;v”; b i {18:26%() pritedted from:ghi- FiRagedt & stable Alcoholic with Phioxine, Catalog No. HT110-3
until expi . Reagent Alcohol OR Ethanol, 100%

DETERIORATION: Scott's Tap Water Substitute Concentrate

Discard if staining time becomes excessive or if solution color changes from plum to Xylene
blue or brown. - Hydrochloric Acid, Concentrated
PREPARATION: Microscope, Microscope slides, coverslips, and staining dishes

Filter Harris Hematoxylin Solution before each use. NOTES:

PRECAUTIONS: 1. Staining times may be varied for individual color preference.

Normal precautions exercised in handling laboratory reagents should be followed. 2. Other dilute alkaline solutions may be used in place of Scott's Tap Wate
Dispose of waste observing all local, state, provincial or national regulations. Refer to 3. A0.25% acid alcohol solution may be used in place of ACCUMATE™ [
Material Safety Data Sheet for any updated risk, hazard or safety information. Solution. Prepare by adding 0.25 ml concentrated Hydrochloric Acid -
US Risks and Safety Statements —— 70% alcohol.

Avoid contact and inhalation of Harris Hematoxylin Solution. Target organs: Heart and 4. The times given in the insert are approximate. Personal preferences will
nerves. times can be adjusted to suit personal preferences. Stain solutions whic

Reagent Alcohol is FLAMMABLE and an IRRITANT. Irritating to eyes, respiratory sys- used will lose their staining powers and the staining times should be le
tem and skin, Keep container tightly closed. Keep away from sources of ignition - no new solutions should be used.*
smoking. In case of contact with eyes, rinse immediately with plenty of water and seek 5. Some tap water supplies are acidic and unsuitable for use in the “bluein
medical advice, Wear suitable protective clothing. Target organs: Nerves and liver. this procecdure. If tap water is acidic, use a dilute alkaline solution.

Scott's Tap Water Substitute. Gaution: Substance not yet fully tested. 6. Purple or red-brown nuclel are indicative of inadequate “blueing”.

ACCUMATE™ Differentiation Solution is CORROSIVE and FLAMMABLE. Causes 7. I eosin staining is excessive, nuclear staining may be masked. Proper
burns. Wear suitable protective clothing. Keep away from sources of ignition - no smok- ing will demonstrate a 3-tone effect. To increase differentiation of eosin,
ing. In case of contact with eyes, rinse immediately with plenty of water and seek medical in alcohols or use a first alcohol with a higher water content. The times
advice. : e hols may be adjusted to obtain the proper degree of Eosin staining.

Alcoholic Eosin Solutions are FLAMMABLE and HARMFUL. Harmful by inhalation, in 8. Positive control slides should be included in each run.
contact with skin, and if swallowed. Harmful: possible risk of irreversible effects through 9. The data obtained from this procedure serves only as an aid to diagnosi:
inhalation, in contact with skin, and if swallowed. Irritating to eyes, respiratory system and be reviewed in conjunction with other clinical diagnostic tests or inform
skin. Keep away from sources of ignition - no smoking. Wear suitable protective clothing
and gloves. In case of accident or if you feel unwell, seek medical advice immediately PROCEDURE: _ .

{show the label where possible), 1. Prepare a 95% alcohol solution by adding 5§ mi deionized water to 95

Agueous Eosin Solution. Caution: Substance not yet fully tested. Alcohol, No. R 8382, or Ethanol (100%).

Xylene is FLAMMABLE and HARMFUL. Possible risk of impaired fertility. May cause 2. Prepare Scott's Tap Water Substitute solution as indicated on bottle lat
harm to the unborn child, Harmful by inhalation and in contact with skin. Irritating to res- 3. Deparaffinize to water or fix and dehydrate frozen sections.
piratory system and skin. Risk of serious damage to eyes. Keep away from sources of igni- 4. Stain in Harris Herr ylin Solution 2.
tion - no smoking. In case of contact with eyes, rinse immediately with plenty of water and 5. Rinse slide in running tap water.
seek medical advice. Wear suitable protective clothing, gloves and eyefface protection. In 6. ACCUMATE™ Diff iating Solution
case of accident or if you feel unwell, seek medical advice immediately (show the label 7. Rinse slide in running tap water.
where possible). ) o 8. Blue in Scott’s Tap Water itute.

Hydrochloric Acid Solution is TOXIC. Toxic by inhalation. Causes burns. Iritating to 9. Reagent Alcohal, 95%
respiratory system. In case of contact with eyes, rinse immediately with plenty of water 10. Eosin Y Solution Counterstain:
and seek medical advice. In case of accident or if you feel unwell, seek medical advice Alcohalic, No. HT110-1
immediately (show the label where possible). OR =
EU Risks and Safety Statements Aleoholic with Phloxine, No. HT110-3

Harris Hematoxylin Solution. Do not breathe vapor. Avoid contact with skin and eyes. 11. Dehydrate, clear and mount.

Reagent Alcohol is HIGHLY FLAMMABLE and an !RRITA:'Il'. *‘:"9":5 f(lammable.

Irritating to eyes, respiratory system and skin. Keep container tightly closed. Keep away

from srfurce.:Y of ignitign - nr:sn!floklng. In case of contact with eyes, tlins: immediately with PERFORMANCE CHARACTERISTICS
lenty of water and seek medical advice. Wear suitable protective clothing. -

P Scotts Tap Water Substitute. Cavtion: Substance not yet fully tested. EXPECTED RESULTS: ) .

ACCUMATE™ Differentiation Solution is TOXIC. Flammable. Causes burns. Keep ) Nuclear chmmlann. should be blue. Nucleoli §hculd be conspicuous and
away from sources of ignition - no smoking. In case of contact with eyes, rinse immedi- lined. Cytoplasm will display various shades of pink to pink-orange dependi
ately with plenty of water and seek medical advice. Wear suitable protective clothing. In counterstain used and RBC's will be red.
case of accident or if you feel unwell, seek medical advice immediately (show the label If observed results vary from expected results, please contact Si
where possible). Technical Service for assistance.
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APPENDICE J
APPENDICE J - NOTICE D'UTILISATION DU KIT RIA-PROGESTERONE UTILISE
(IMMUNOTECH A BECKMAN COULTER COMPANY)

=

' dehpmge::xmeﬂ ur dus:g:muompm
calibrateurs. sont incubés recouverts
marquée a liode d?;émésiubahn le

21 Tubnmﬂnd‘uﬂoomsanﬂ—wogou&nm 2% 50 tubes (préts a
Temploi)

22 Traceur progestérone marquée a liode 125 : 1 flacon de 55 mL
(préta l'emploi)
Le flacon de 55 mL contient 185 kBq (en début de lot) de progesterone
marquée, sous forme liquide en tampon avec des protéines.

23 Calibrateurs : 6 flacons de 0,5 mL (préts a 'emploi)
Les flacons de calit liquides i ded « trations de
progestérone permettant d'établir une gamme d'étalonnage de 0 & 60 ng/mL.
Les calibrateurs sont fabriqués dans du serum humain, en présence d'azide de
sodium (<0,1%; voir § Précautions). La concentration exacte est indiquée sur
chaque flacon. Les calibrateurs ont été calibrés par rapport 4 la solution de
référence BCR 347.

24 Sérum de contrdle : 1 flacon de 0,5 mL (prét & l'emploi)
Le serum de contrdle contient de la progestérone dans du serum humain et de
I'azide de sodium (<0.1% voir § Précautions). La fourchette de concentrations
aftendues en progestérone est indiquée sur I'étiquette du flacon.

Remarque: Les températures et dates d'expiration imprimées sur les éliquetfes des

flacons, concement uniguement le stockage & long terme des réactifs par le fabricant,

avant lassemblage de la frousse. Ne pas en tenir comple.

3. MATERIEL NECESSAIRE MAIS NON FOURNI
En plus de l'équipement de laboratoire usuel, il est nécessaire d'utiliser le matériel
Suivant :

- micropipette de précision (50 pL).

- pipette semi-automatique (500 uL).

- mélangeur de type vortex.

- agitateur a mouvement de va et vient horizontal ou a plateau oscillant.

- systéme d'aspiration.

- compleur gamma calibré pour lode 125.

4. PRECAUTIONS

41 Précautions générales

- Equilibrer les réactifs a la température du laboratoire avant utilisation.

- Ne pas mélanger des réactifs de lots différents.

- Effectuer simultané la courbe 1 et le dosage des echantillons.

- Le bon réglage de l'agitaleur est une condition importante pour la
reproductibilité du dosage.

- Il est recommandé de réaliser les dosages en double.

- Chaque tube ne doit étre utilisé qu'une seute fois.

42  Protection contre les rayonnements ionisants

L'achat, la possession, l'utilisation et I'échange de maliéres

soumis aux réglementations en vigueur dans le pays de l'utilisateur.

L'application des régles de base de protection conlre les rayonnements

jonisants assure une protection adéquate. Certaines dlenire elles sont

rappelées ci-apres :

- Ne pas manger, ni boire, ni fumer, ni appliquer de cosmétiques dans les
laboratoires ol des produits radioactifs sont utilisés.

- Ne pas pipeter des solutions radioactives avec la bouche.

- Eviter le contact direct avec tout produit radicactif en utilisant des blouses et
des ganls de protection.

- Toute manipulation de matieres radioactives se fera dans un local approprié.

- Les produits radioactifs seront stockés dans leur conditionnement d'origine
dans un local approprie.

- Un cahier de réception et de stockage de produits radioactifs sera tenu a jour.

sont
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Notice d'utilisation

~ TROUSSE RADIOIMMUNOLOGIQUE POUR LE DOSAGE IN VITRO c €
DE LA PROGESTERONE DANS LE SERUM OU LE PLASMA HUMAIN

- Le matériel de laboratoire et la verrerie qui ont été contaminés doivent étre
éliminés au fur et & mesure afin d'éviter une contamination croisée de
plusieurs isotopes.

- Chaque cas de contamination ou perte de substance radioactive devra étre
résolu selon les procédures établies.

- Toute mise aux déchets de matiére radioactive se fera en accord avec les
réglements en vigueur,

43  Azide de sodium

Certains réactifs contiennent de I'azide de sodium comme agent conservateur.

L'azide de sodium peut réagir avec le plomb, le cuivre et le laiton et former des

azides métalliques explosifs. Lors du rejet de telles solutions & ['évier, laisser

couler un volume important d'eau dans les canalisations.
44  Sérum Humain

Les produits d'origine humaine contenus dans les réactifs de cette trousse ont
subi un dépistage négatif, concemant les anticorps anti-VIH 1, et VIH 2, les
anticorps VHC, el l'antigéne de surface HBs, mais doivent cependant étre
manipulés comme des produils infectieux. En effet, aucune méthode connue ne
peut assurer I'absence compléte de virus, c'est pourquoi il est nécessaire de
prendre des précautions lors de leur manipulation.

Tous les échantillons de sérum ou de plasma doivent étre manipulés comme

élant susceplibles de contenir les virus de ['hépatile ou du SIDA. Les déchels

doivent étre &liminés selon les régl ions nationales en vigueur.

5. PRELEVEMENT, PREPARATION, CONSERVATION ET DILUTION DES
ECHANTILLONS

- Recueillir le sang dans des tubes secs sans additif, des tubes héparinés ou
contenant de 'EDTA.

- Separer le serum ou le plasma par centrifugation.

- Les échantillons sériques ou plasmatiques peuvent étre conservés a 2-8°C si
le dosage est réalisé dans les 24 heures. Sinon, il est préférable de les
conserver congelés (<-18°C) et de préférence aliquotés, afin d'éviter les
congélations et décongelations successives.

- Si l'échantilion analysé a une concentration supérieure au calibrateur le plus
élevé de la gamme, le diluer dans un échantillon bas en progestérone (sérum
d'homme de concentration <0,1 ng/mL).

6. MODE OPERATOIRE (voir tableau page suivante).

7.RESULTATS

Las résultats sont déduits de la courbe standard par inferpolation, La courbe sert &
iner les taux de progests de tous les échantillons mesurés en méme temps

que les calibrateurs.

71 Courbe standard
Les résultats présentés dans cette notice ont é1é calculés en employant un
mode de tracé semi-logarithmique pour la gamme standard (mode “spline”)
avec en ordmnee le rapport BT [%] ou B/B0 (%) et en abscisse les
( en progesté des (ngfmL). L'utilisation d'un

autre mode de calcul peut conduire a des résultats legérement différents.

Activité totale : 54227 cpm
Calibrateurs P"":“f{‘;“’ com(n=3) | BIT(%) BB () |
o 0 21739 a0 100
1 010 19335 357 889
2 055 16226 29 746
3 220 9414 174 03
4 13 790 6.99 174
5 60 1147 212 528

(Exemple de courbe standard, ne pas utiliser pour les calculs)

7.2  Echantillons
Pour chaque échantillon, repérer le rapport BT (%) ou B/BO (%) sur l'axe
vertical, puis le point correspondant de la courbe standard et en déduire par
lecture sur 'axe horizontal la concentration en progestérone de I'échantilion,
Pour convertir des concentrations de ng/mL en nmol/L, multipliez les résultats
par 3,18.

320




8. CONTROLE DE QUALITE

Les bonnes pratiques de laboratoire impliquent que des échantillons de contrle
soient utilisés dans chaque série de dosage pour s'assurer de la qualité des résultats
obtenus. Ces échantillons devront étre fraités de la méme fagon que les prélévements
& doser et il est recommandé d'en analyser les résultats & l'aide de méthodes
statistiques appropriées.

En cas de déterioration de I'emballage ou si les résultats obtenus montrent une pere
de perfomance du produit, vevillez contacter :

Beckman Coulter France Tel 01 49 90 90 00 ou notre service Support Technique :
Tel: 04 91 17 27 27, Fax : 04 91 17 27 25, e-mail, immuno-techsup@beckman.com

9. VALEURS ATTENDUES

Il est recommandé & chaque laboratoire d'établir ses propres valeurs nommales. Les
valeurs suivantes déterminées chez des sujets sains sont données 4 litre indicatif.

Progesté ml nmoliL
Hommes (20 & 70 ans) 0,13-1.26 04-40
Femmes en période d'activité génitale
phase folliculaire 0,06- 1,26 02-40
phase ovulatoire 0,08-12 025-38
phase luteale 25-25 8-78
Femmes ménauposées 0,06-16 02-5

10. CARACTERISTIQUES DU DOSAGE
{voir la feuille “APPENDIX" pour plus de détails)

101 Sensibilité analytique: 0,05 ng/mL (0,16 nmollL}

102 Spécificité
L'anticorps utilisé dans ce dosage est hautement spécifique de la progestérane.
Des réactivités croisées extrémement basses ont été oblenues vis a vis de
nombreux stéroides naturels (Cortisol, Estradiol, 5a- et 5p-Pregnandione,
16e, 170 et 6p-Hydroxyprogesterone, etc...) ou vis a vis de médicaments
pouvant étre présents dans les échantillons & tester (Danazol, Prednisclone,
efc...). »

10.3 Précision

10.3.1 Intra-essai
Des échantillons ont été dosés 10 fois dans une méme série. Les coefficients
de variation obtenus étaient inférieurs ou égales a 5,8 % pour les sérums,

10.3.2 Inter-essais
Des échantillons ont été dosés en doublel dans 18 séries différentes. Les
coefficients de variation obtenus étaient inférieurs ou égales a 9,0 % pour les
sérums.

10.4 Exactitude

10.4.1 Epreuve de dilutions
Des échantillons de concentration élevée ont &té dilues dans un échantilion bas
en progestérone (sérum dhomme de concentraion <01 ng/mi). Les
p 1t de t s'échel t entre 87 % et 115 %.

10.4.2 Epreuve de surcharge
Des quantités. connues de progestérone ont été ajoutées & des sérums
humains. Les pourcentages de recouvrement s'échelonnent entre 85 % et
110 %.

10.5 Plage de mesure (de |a sensibilité analytique au calibrateur le plus élevé) :
0.05 - 60 ng/mL.

11. LIMITATIONS DE LA METHODE

Le non-respect des recommandations indiquées dans cette nofice peul avoir un
impact significatifl sur les résultats. Les résultats doivent étre interprétés A la lumiére
du dossier clinique complet du patient, incluant 'historique clinique et les données des
tests additionnels et toute autre information appropriée.

6. MODE OPERATOIRE

Etape 1 Etape 2 Etape 3
Répartition Incubation Comptage
Dans les tubes recouverts
d'anticorps, distribuer
successivement: Aspirer soigneusement
50 uL de calib le contenu de chaque tube
s 2 CHR - Incuber 1 heure (sauf les 2 tubes «cpm totaux»)
ou d'échantillon 218-25°C
ot avec agitation (350 rpm) Compter les cpm liés (B)
- 500 pL de traceur* et cpm totaux (T)
ndant 1 min.
Agiter &

* Ajouter 500 pL de traceur dans 2 tubes supplémentaires pour obtenir les cpm totaux.

d IMMUNQTECH SAS - 130 av. de Lattre de Tassigny - B.P.177 — 13276 Marseille Cedex 9 France — Tél. (33) 4 9117 27 00— Fax: (33) 4 91414358
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APPENDICE K
APPENDICE K - PHOTOGRAPHIES PRISES PENDANT LE TRAVAIL EXPERIMENTAL
(REALISATION D'UN EXAMEN CYTOLOGIQUE VAGINAL)

PRELEVEMENT 2 PRELEVEMENT 3

ETALEMENT COLORATION (HARRIS-SCHORR)



APPENDICE L

APPENDICE 1 - MANNUEL D'UTILISATION DU MOTICAM 350

u"ick AssemhlL Moticam 350

"
)
=
-
o

Moticam 350 main unit.
LED indicative lamp.
Cring.

Dust cap.

8mm CCD lens.

Connection adapters
®28 & @30 for biological microscope.
®34 & @35 for stereo microscope.

USB plug.

Application software
MOTIC IMAGES 2000 Ver. 1.2 CD.

Parts functions

0 00000 e

©30mm

Technical Dat

Image device
Effective pixals
Framed resolution
Frame rate

Audio output

@ This main unit enables digital microscopy
applications.

(2]

This LED, when the driver of the camera
is clicked on, will light up to indicate
Moticam 350 is powered and ready for
operation.

: e . Video output
Cring is for microscopes of other brands
requiring such accessory. ‘;‘?_"g Balance
M]nlmum Illumination
Data transfer
Colorimage

Color depth

Power Supply

Dust cap to avoid dust going into the main
unit,

This lens forms basic part of Moticam
350 and it enables the field of view in
focus.

Consumption
Operating system
Data Format
Immediate printout
Position and size
of image on monitor
Menu on monitor

@ © © o

The connection adapter is the linkage
tube connecting to the eyepiece tube of
your microscope.

S

The USB plug extended from the
Moticam 350 is to output signal to your
computer,

Motic Images 2000 Ver. 1.2 is a user imagy dxts

friendly application software provided
specially for Moticam 350.

Interactive adjustment
Import of stored data
Print preview
Environment conditions:
Operating temperature
Storate temperature
Relative humidity

BI4mm

1/4% interline

659494

B40°480 pixels

8-15 frames/sec

Transmission across Motic Images
2000 direct into memory of the PC
Transmission across Motic Images
2000 direct into memory of the PC
Auto white balance

Auto

5 Lux (F.1.4)

7.5MB/second

Take-up time below one second
24 bit (16.7 million colors)

5V self powered from computer
UsB

250mA

Windows® 98/2000/Me

BMP.JPG MIG(for recording)

On printer

Freely definable

Pull-down menus for opening,
storing, printing, print preview,
regulator for brightness, color,
gamma correction: icons for
recording, image interpolation,
switching between large and
small image quality, automatic
and manual white balance.
Automatic reference numbaer,
date, time.

- Color, brightness, contrast.

Possible
Yes

-10C to +70C
-10C to +80°C
90% Maximum




A Before using this product, ensure it is properly connected to the computer.

Please take reference of the pictures
at left and below, and follow the steps
listed hereafter:

Remove the dust cap.

Turn connecting the appropriate optional
adapter with the end with threads to the
main unit(without the C ring in between)

Turn connecting the adapter tube end
(with threads) to the bigger end of the
8mm CCD lens.

Turn connecting smaller end of the 8mm
CCD lens (with threads) to the Moticam
350 main unit.

Lock fixing the adapter to cover the
eyepiece of your microscope by tightening
the screw thereat.

Connect the USB plug from the Moticam
350 main unit to your computer.

Install the application software and driver
by following the Quick Start Guide or
User’'s Manual.




APPENDICE M1
APPENDICE M1 - FROTTIS VAGINAUX DE LA FEMELLE "IRA 1" EN PROESTRUS

00)

PRO-ESTRUS TARDIF (GROSSISSEMENT X 100) PRO-ESTRUS TARDIF (GROSSISSEMENT X 400)
NB/ Le grossissement du microscope est amplifié par une lentille CCD de 8 mm intégrée au caméra pour microscope
"Moticam 350" ayant servi pour la capture des photographies.

LEGENDE/ 1:Cellules vaginales Grandes Intermédiaires polychromatophiles. 2: Le pro-estrus tardif a une tendance
plutdt éosinophile car il s'agit de la transition du pro-cestrus vers I'eestrus. 3: Superficielles partiellement kératinisées.



APPENDICE M2
APPENDICE M2 - FROTTIS VAGINAUX DE LA FEMELLE "IRA 1" EN OESTRUS

ESTRUS (GROSSISSEMENT X 100) ESTRUS (GROSSISSEMENT X 400)
NB/ Le grossissement du microscope est amplifié par une lentille CCD de 8 mm intégrée au caméra pour microscope
"Moticam 350" ayant servi pour la capture des photographies.
LEGENDE/1: Cellules superficielles kératinisées (éosinophiles). 2: Amas de superficielles kératinisées. 3:
Superficielles entierement kératinisées "anucléées". 4: Spermatozoide.



APPENDICE M3
APPENDICE M3 - FROTTIS VAGINAUX DE LA FEMELLE "IRA 1" EN METOESTRUS

METOESTRUS (GROSSISSEMENT X 100) METOESTRUS (GROSSISSEMENT X 400)
NB/ Le grossissement du microscope est amplifié par une lentille CCD de 8 mm intégrée au caméra pour microscope
"Moticam 350" ayant servi pour la capture des photographies.
LEGENDE/1: Réapparition des grandes intermédiaires polychromatophiles. 2: Réapparition des intermédiaires
basophiles. 3: Cellules métoestrale.



APPENDICE M4
APPENDICE M4 - FROTTIS VAGINAUX DE LA FEMELLE "IRA 1" EN METOESTRUS

METOESTRUS (GROSSISSEMENT X 100) METOESTRUS (GROSSISSEMENT X 400)

NB/ Le grossissement du microscope est amplifié par une lentille CCD de 8 mm intégrée au caméra pour
microscope "Moticam 350" ayant servi pour la capture des photographies.

LEGENDE/
1: Réapparition des cellules vaginales parabasales. 2: Réapparition des hématies. 3: Apparition des

leucocytes.



APPENDICE M5
APPENDICE M5 - FROTTIS VAGINAUX DE LA FEMELLE "MITCHA"

METOESTRUS (GROSSISSEMENT X 100) METOESTRUS (GROSSISSEMENT X 400)
NB/ Le grossissement du microscope est amplifié par une lentille CCD de 8 mm intégrée au caméra pour
microscope "Moticam 350" ayant servi pour la capture des photographies.



APPENDICE N
APPENDICE N - EXECUTION DU TEST DES PROBABILITES EXACTES DE FICHER

Tableau 11.6 : Données relatives a la comparaison des deux traitements d’induction (Bromocriptine
versus Cabergoline) chez les seize (16) chiennes d’étude.

Traitement A Traitement B
(Bromocriptine) (Cabergoline)
Résultat Effectif % Effectif %
Succes 02 25.00 07 87.50
Echecs 06 75.00 01 12.50
Ensemble 08 100 08 100

Tableau I1.7 : Données relatives a la comparaison des deux traitements d’induction (Bromocriptine
versus Cabergoline) chez les seize (16) chiennes d’étude (Effectifs seulement)

Traitement A Traitement B
(Bromocriptine) (Cabergoline) Total
Résultat Effectif Effectif
Succes 02 07 9
Echecs 06 01 7
Ensemble 08 08 16

Considérons les données suivantes relatives aux résultats d’un essai d’induction de I’cestrus
chez seize chiennes par deux traitements différents A et B. Le résultat du traitement est soit un
succes soit un échec (cf. tableau 11.7).

Nous adoptons la situation unilatérale ou I’on suppose le traitement B (a la Cabergoline)
plus efficace que le traitement A (& la Bromocriptine), ou en d’autres termes : B supérieur a A.

Le pourcentage de succés avec B (87.50% = 7/8) est apparemment supérieur au
pourcentage de succes avec A (25% 2/8). En plus des données du tableau 7.4, on peut avoir une
autre possibilité avec une différence encore plus accrue en faveur du traitement B, les distributions

marginales restent identiques. Cette possibilité est contenue au tableau 7.5.bis
Tableau I1.7.bis. : Autre configuration a partir du tableau 7.5

Traitement A Traitement B
(Bromocriptine) (Cabergoline) Total
Résultat Effectif Effectif
Succes 01 08 9
Echecs 07 00 7
Ensemble 08 08 16

La probabilité d’obtenir la configuration contenue au tableau 11.7 est :
P,=(9!718181)/(21617111161)=0,01958042
La probabilité d’obtenir la configuration contenue au tableau 11.7.bis est :
P,=(9!718181N/(1!718!0!16") =0,000699301
La somme des probabilités est p = p1 + p2 = 0,01958042 + 0,000699301= 0.020279721

La différence est donc tres significative. La probabilité trouvée (02.02%) est largement inférieure a

5%.
Pour refaire le calcul en situation bilatérale, envisageons la configuration suivante :
Traitement A Traitement B
(Bromocriptine) (Cabergoline) Total
Reésultat Effectif Effectif
Succes 08 01 9
Echecs 00 07 7
Ensemble 08 08 16

P=(9!718181)/(810!117!116!)=0.000699301
P = 0.020279721 + 0.000699301 = 0.02097902 (p<0.05).




APPENDICE O

APPENDICE O - TABLEAU DE CONTINGENCE POUR LE CALCUL DE X2
(Correlation entre Progestéronémie et Pourcentage d'éosinophilie)

Table de contingence de qui-deux (X2) a 28° degrés de liberté
(O=X2 théorique)

Intervalles(P4) 0-20 20 - 40 40 - 60 60 — 80 80 - 100
[0,00 - 0,03[ 33 3 0 0 1 37
[0,03 - 0,09] 35 5 11 3 1 55
[0,09 - 0,5] 15 6 5 7 12 45
[0,5 - 2,00 6 10 4 4 8 32
[2,00 - 4,00[ 4 1 4 4 10 23
[4,00 - 10,00[ 0 0 0 25 25
[10 - 20[ 1 2 5 20 34
> 20 22 2 1 1 5 31
121 28 27 24 82 282
dl = (8-1) (5-1) = 7x4 = 28°
X2 = Somme de [(O - C)2/C
Table de calcul du X2
1 18,4704811 || 0,12356582 | 3,54255319 | 3,14893617 | 8,85181185 | 34,1373481
2 | 5,50763037 || 0,03891499 | 6,24373522 || 0,60357834 | 14,0554355 | 26,4492944
3 0,9614032 | 0,52522796 || 0,11097977 || 2,62423168 || 0,08998443 | 4,31182705
4 | 4,35239728 | 14,6505193 | 0,28605201 | 0,59840426 | 0,18301332 || 20,0703861
5 3,49006633 | 0,72157614 || 1,46782814 | 2,13135985 || 1,64022322 | 9,45105369
6 || 10,7269504 | 2,4822695 | 2,39361702 || 2,12765957 | 43,2451133 || 60,9756098
7 | 5,05632385 | 1,67210501 || 0,48407732 || 1,5333229 || 10,3456353 | 19,0914644
8 | 5,68851521 | 0,37755335 || 1,30500267 || 1,01733013 || 1,78759116 | 10,1759925
54,2537677  20,591732 15,8338454 13,7848229 80,1988081

La table de la loi de qui-deux montre que pour un dl = 28, , le x? théorique :

¥? (p=0,050 ; dI=28

=41,34

)
X2 (p=0,025 ; dI=28) = 44,46
¥? (p=0,010 ; dI=28) = 48,28
¥ (p=0,001 ; dI=28) = 56,89
Pour étre significatif, le x* expérimental (calculé) doit étre supérieur ou égal au X2

théorique.

Résultat :Dans notre cas, le khi-deux expérimental x* = 184,66

Le khi-deux est hautement significatif et I'nypothese d'indépendance (HO) est rejetée.
Ce résulat confirme qu'il existe entre la progestéronémie et les différents intervalles de

pourcentages d'éosinophilie
une correlation hautement significative avec un intervalle de confiance de moins de 0,001

(p<0,001).

184,66



APPENDICE P
APPENDICE P - TABLEAU DE CONTINGENCE POUR LE CALCUL DE X2

(Correlation entre Progestéronémie et Pourcentage de basophilie)

Table de contingence de qui-deux (X2) a 28° degrés de liberté
(O=X2 théorique)

282

Intervalles(P4) 0-20 20 - 40 40 - 60 60 - 80 80-100

[0,00 - 0,03[ 3 3 2 8 21 37

[0,03 - 0,09] 22 10 8 3 12 55

[0,09 - 0,5] 28 5 4 1 7 45

[0,5-2,00 28 3 1 0 0 32

[2,00 - 4,00[ 21 2 0 0 0 23

[4,00 - 10,00[ 25 0 0 0 0 25

[10 - 20[ 31 1 2 0 0 34

> 20 16 4 6 4 1 31

174 28 23 16 41
dl = (8-1) (5-1) = 7x4 = 28°
X2 = Somme de [(O - C)2/C
Table de calcul du X2
1 (| 6,081299508 || 0,12356582 || 0,34322991 || 16,5857773 || 45,35833836 | 68,4922109
2 1,628863599 || 3,77268122 || 2,75300928 || 0,00465828 | 2,004436162 | 10,1636485
3 14,85208643 | 0,0633232 | 0,02963306 || 0,94485816 | 0,031984086 | 15,9218849
4 (| 34,09607455 || 0,00989425 || 0,99308125 || 1,81560284 | 4,65248227 || 41,5671352
51 27,88678298 || 0,03524074 || 1,87588652 || 1,30496454 | 3,343971631 | 34,4468464
6 || 39,60085766 | 2,4822695 | 2,03900709 | 1,41843972 | 3,634751773 | 49,1753257
7 | 41,05073687 | 1,67210501 || 0,21550489 | 1,92907801 | 4,943262411 | 49,8106872
8 | 4,532670402 || 0,27617087 || 4,76679797 || 2,85563944 | 2,72896474 | 15,1602434
169,729372 8,43525061 13,01615 26,8590183 66,69819143

La table de la loi de qui-deux montre que pour un dl = 28, , le x? théorique :

X2 (p=0,050 ; dI=28) = 41,34
X2 (p=0,025 ; dI=28) = 44,46
X% (p=0,010 ; dI=28) = 48,28
X2 (p=0,001 ; dI=28) = 56,89

Pour étre significatif, le x? expérimental (calculé) doit étre supérieur ou égal au x? théorique.

Résultat :Dans notre cas, le khi-deux expérimental x> = 284,74
Le khi-deux est hautement significatif et I'hypothese d'indépendance (HO) est rejetée.

Ce résulat confirme qu'il existe entre la progestéronémie et les différents intervalles de

pourcentages de basophilie

une correlation hautement significative avec un intervalle de confiance de moins de 0,001

(p<0,001).

284,74



