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Resumé

Cette étude comprend une détection de I'ovulation ,un suivi de la gestation et I'application d’un protocole
d’induction des chaleurs, sur un effectif total de 95 chiennes de différente races et d’un dge compris entre 6 mois et
13 ans, au niveau de la clinique de pathologies des carnivores de I’institut des sciences vétérinaires de Tiaret sur
une période comprise entre janvier 2011 et janvier 2016.Trois techniques de diagnostic son utilisée pour le suivi des
chaleurs et la détection de 1’ovulation a savoir, I’examen échographique des ovaires, la lecture des frottis vaginaux
et la détermination des taux sanguins de la progestérone. Le suivi de 1’évolution clinique de la gestation est réalisé
par examen échographique et ceci a partir du dernier jour de la saillie. Le suivi des chaleurs a partir du cinquiéme
jour depuis le début des pertes vulvaire montre ’existence d’une relation chronologique entre les taux de la
progestérone, la progression de I’index éosinophilique et 1’évolution du diamétre des "ovaires. Au moment de
I'ovulation, le diamétre de l'ovaire se situe entre 18,04 £ 1,69 mm a 19 £ 2,077 mm correspondant a un indice
éosinophilique supérieur a 80 % et a un taux de progestérone supérieur a 23 nmol/L ; L’utilisation de la
bromocriptine par voie orale chez des chiennes de race berger de 1’atlas a permis I’induction des chaleurs
respectivement aprés 40 = 8 jours dans le cas de son utilisation durant le métoestrus tardif et 32 + 10 jours en
moyenne dans le cas de son utilisation durant I’anoestrus tardif . Un diagnostic précoce de la gestation par est
possible avec certitude a partir du 15éme jour depuis la derniére saillie et en observant les étapes successives du
développement feetal, le calendrier de la gestation est élaboré en fonction de critéres anatomiques et
morphologiques décrits du 13eme au 50éme depuis la derniére saillie.

Mots clés : induction, suivi des chaleurs,ovulation, ovaire, echographie,cytologie, gestation,dérniére sallie.
Summary

This study includes a detection of ovulation, a follow-up of the pregnancy and the application of a protocol of
induction of heat, on a total number of 95 bitches of different breeds and an age between 6 months and 13 years, at
the clinic of carnivore pathology , Institute of Veterinary Sciences of Tiaret over a period between January 2011
and January 2016. Three diagnostic techniques are used for monitoring heat and detecting ovulation at namely,
ultrasound examination of the ovaries, reading vaginal smears and determining blood levels of progesterone. The
clinical course of gestation is monitored by ultrasound examination and this from the last day of mating. The
follow-up of heat from the fifth day since the onset of vulvar losses shows the existence of a chronological
relationship between the levels of progesterone, the progression of the eosinophilic index and the evolution of the
diameter of the ovaries. ovulation, the diameter of the ovary is between 18.04 £ 1.69 mm to 19 + 2.077 mm
corresponding to an eosinophilic index greater than 80% and a progesterone tau greater than 23 nmol / L; L The use
of bromocriptine oraly in bitches of the Atlas Shepherd breed allowed the induction of heat respectively after 40 + 8
days in the case of its use during late metoestrus and 32 + 10 days on average in the case of its use during late
anestrus An early diagnosis of pregnancy by is possible with certainty from the 15th day since the last mating and
by observing the successive stages of fetal development, the pregnancy calendar is worked according to anatomical
and morphological criteria described from the 13th to the 50th since the last mating.

Keywords: induction, heat monitoring, ovulation, ovary, ultrasound, cytology, pregnancy, last matin






INTRODUCTION

La détermination du jour de ’ovulation est un objectif important dans le suivi des chaleurs
chez la chienne ; ainsi la cytologie est intéressante dans la détermination de la phase du cycle,
mais demeure insuffisante dans le diagnostic de I’ovulation et nécessite d’étre combinée aux
dosages de la progestérone et/ou a 1’échographie des ovaires, cette derniére présente
I’avantage de visualiser directement les ovaires et I’utérus, sans étre invasif et offre une
précision, car l’ovulation peut étre déterminée avec certitude. Dans un cadre médical
I’échographie des ovaires et la cytologie vaginale offrent la possibilit¢ de dépistage
d’éventuelles infections génitales ou des anomalies ovariennes (kystes, tumeurs) qui

se répercute sur le cycle cestral de la chienne.

Le suivi des chaleurs tous comme le suivi de la gestation par 1’'usage de ces techniques,
permet au clinicien de planifier une insémination artificielle, un transfere embryonnaire, un
suivi de la gestation et une assistance medicale ou chirurgicale le jour prévu de la mise bas.

Pour les propriétaires la possibilité de gérer la mise en reproduction leurs chiennes.

Dans une premiére partie, nous rappellerons les différents événements qui caractérisent le
cycle sexuel de la chienne ainsi que ses particularités, les différentes techniques utilisées dans
le suivi des chaleurs toute en s’intéressant également a la gestation et son suivi en détaillant
les différentes étapes du développement embryonnaire et feetal. Ses données bibliographiques
nous ont servies au cours de notre expérimentation, de valider les reperes
choisis pour déterminer les différentes phases du cycle et le moment de 1’ovulation ainsi

que le calendrier gestationnel la datation de la gestation que nous avons proposee

Dans une seconde partie, nous préciserons les techniques utilisées dans le suivi des chaleurs a
savoir la cytologie vaginale, I’examen échographique des ovaires et le dosage de la
progestérone, 1’induction des chaleurs ainsi qu’un rappel du principe de fonctionnement et la

sémiologie 1’échographique et la datation échographique de la gestation.

Notre étude expérimentale présente un suivi de la reproduction sur un effectif de 135 chiennes
de différentes races, a la clinique de pathologie des carnivores de I’Institut des Sciences

vétérinaires de Tiaret, sur une période s’étalant de janvier 2011 a janvier 2016.




Les buts poursuivis est de répondre aux questions suivantes :

v

faut-il compléter I’utilisation des frottis vaginaux ou de I’échographie par un dosage
de progestérone pour le diagnostic de I’ovulation ?

existe-il un lien entre 1’évolution de I’indice éosinophilique, I’aspect échographique
des ovaires et le taux de la progestérone a I’approche de 1’ovulation ?

Quels sont les facteurs qui peuvent influencer la détection de ’ovulation par 'usage
de ces trois techniques ?

Peut on utiliser la bromocriptine par voie orale peut-il induire des chaleurs
ovulatoires?

La bromocriptine peut-elle étre utilisée pour anticiper un retour de chaleur en dehors
de ses indications habituelles pour le traitement de 1'ancestrus tardif chez la chienne ?

a partir de quel moment est possible de diagnostiquer précocement une gestation par
échographie ?

Est-il possible d’établir un calendrier gestationnel, qui récapitule toutes les étapes du
développement embryonnaire et feetal a partir du jour de la derniére saillie ?

Quels sont les facteurs qui influencent la datation de la gestation par échographie ?

Quelles sont les différentes modifications anatomiques et comportementales
accompagnant la gravidité de la chienne ?

-
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1. Cycle sexuel chez la chienne

1.1 Différentes phases du cycle eestral

1.1.1 Ancestrus

Phase de repos sexuel apparent, est une période longue et obligatoire marquée par une
inactivité ovarienne, une involution utérine et une réparation de ’endometre. La vulve est
petite et il n’y a pas de pertes vulvaires. D’un point de vue comportemental la chienne n’a
aucun intérét sexuel pour les males.

Cette phase dure de 2 a 8 mois selon Fontbonne et al. (2000) et 1 a 6 mois selon Blendinger

(2007). Elle débute avec la parturition chez la chienne gestante et prend fin avec ’apparition

des chaleurs. Chez la chienne non gestante il est difficile de distinguer cliniquement le début

de cette phase du cycle.

1.1.2 Preestrus

C’est la période d’imprégnation cestrogenique et de croissance folliculaire caractérisée par
des manifestations comportementales et génitales. Elle debute par des ecoulements séro-
hémorragiques a hémorragiques d’origine utérine a la commissure inférieure de la vulve.
Cette derniere s’cedématie et devient turgescente. La chienne attire les males mais refuse
I’accouplement par un comportement agressif ou joueur. La durée du pro-cestrus varie de 3
jours a 3 semaines avec une moyenne de 9 jours selon Blendinger (2007) et, de 6 a 11 jours
avec un intervalle pouvant s’étendre de 2-3jours a 25 jours selon Marti (2002) .

En fin de pro-cestrus, au moment du pic d’cestradiol, le comportement de défense vis-a-vis des

males est moindre et les sécrétions vaginales tendent a s’estomper.
1.1.3 Oestrus

Cette phase débute lorsque la chienne accepte la saillie, cela se traduit par ’apparition du
réflexe d’Amantéa : I’attouchement de la région périnéale provoque I’extension du tronc, le
relevement de la croupe, la déviation latérale de la queue, 1’¢lévation et I’ouverture de la
vulve. Ce comportement est dii a une baisse brutale du taux d’cestradiol et a une augmentation
de la progestéronémie. C’est pendant cette phase qu’ont lieu I’ovulation et la fécondation.
L’ovulation se produit 48 a 72 heures apres le début de I’cestrus (Guerin, 1998) ou 12 jours
apres le début du pro-cestrus mais cela varie beaucoup et peut aller de 5 a 27 jours apres le

début des chaleurs (Romagnoli, 2006).

-



L’cestrus comportemental dure en moyenne 7 jours avec un intervalle allant de 3 jours a 3
semaines selon Blendinger (2007) (5). Selon Verstegen & Onclin (2002), il peut débuter de
5 jours avant a 3 jours aprés ’ovulation. Les chaleurs regroupent les phases de pro-cestrus et
d’cestrus.

1.1.4 Metoestrus ou dicestrus

Cette période, appelée phase lutéale, regroupe la fin de la mise en route du corps jaune
(metcestrus) et la phase d’état de celui-ci (dicestrus), les deux étant le plus souvent
confondues chez la chienne(Baron, 2006)Le dicestrus est caractérisé par une activité
importante des corps jaunes qui sécrétent la progestérone a un taux élevé, que la chienne ait
¢té ou non fécondé. 11 débute par I'arrét de ’acceptation du méale. Sa fin est plus difficile a
définir, en général on prend comme critere la reconstitution compléte de ’endometre, 2 a 3
mois lors d’absence de gestation) La vulve reprend un aspect semblable a ce qui peut étre
observé en ancestrus (Blendiger, 2007). Cette phase dure en moyenne 75 jours avec un
intervalle allant de 60 a 90 jours (8) et peut aller jusqu’a 110-140 jours selon Cathenoz &
Marsan (1996) (tableau 1).

-



Tableau 1: Principaux événements du cycle sexuel de la chienne (Fontbonne, 2003).
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1.2 Profil hormonal du cycle
1.2.1 Ancestrus

Les concentrations d’cestradiol sont basales pendant I’ancestrus. Le taux de progestérone
n’est jamais basal avant J130-J160 du cycle (JO étant le pic de LH). Les valeurs les plus
basses, entre 10 et 50 pg/ml, sont observées en milieu et fin d’ancestrus. La concentration en
FSH est variable mais plus élevée que dans d’autres étapes du cycle, sauf pendant le pic pré-
ovulatoire de GnRH. La LH présente une concentration variable mais basse en moyenne
avec des pulses tous les moins de 8 a 12H (Verstegen & Onclin, 2002).

1.2.2 Proestrus
1.2.2.1 Début de preestrus

Juste avant le début du pro-cestrus, il y a une augmentation des fréquences pulsatiles de LH et
de FSH. Les intervalles entre les pulses sont de 1-2 heures voire moins. Il en résulte une
augmentation importante de la concentration moyenne de LH. L’origine de ces changements
est sans doute une augmentation de la frequence pulsatile et de la magnitude des pics de
GnRH et possiblement un changement de sensibilité de I’hypophyse vis-a-vis de cette
hormone (Verstegen & Onclin, 2002). L’augmentation des concentrations de LH et surtout de
FSH provoque la stimulation  d’une« cohorte » de follicules ovariens qui se développent en
follicules pro-cestraux sécrétant des cestrogénes. La chienne est de nouveaux en chaleurs

(Verstegen & Onclin, 2002).

1.2.2.2 Pendant le preestrus

Le développement rapide des follicules ovariens provoque I’élévation progressive de la
concentration d’cestradiol circulante. Ceci a pour effet un déclin concomitant des taux de LH

et de FSH (effet inhibiteur de I’cestradiol) (Verstegen & Onclin, 2002).

1.2.2.3 En fin de preestrus

L’augmentation du relargage d’cestradiol aboutit & un pic qui prépare 1’hypophyse et
I’hypothalamus a une décharge massive de LH et de FSH. Le taux d’cestradiol passe d’une
valeur basale située entre 2 et 10 pg/ml a une valeur située entre 50 et 120 pg/ml selon
Goodman (2001) , entre 30 et 70 pg/ml selon Fontbonne et al. (2000) . Cette augmentation se
fait sur une période de 10 a 14 jours (Goodman, 2001).

Le pic a lieu 2 a 3 jours avant le début de ’cestrus (Goodman, 2001) . Les follicules ont

atteint un plafond, ils combinent un métabolisme et une clairance élevés de I’cestradiol. Il en
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résulte un déclin de son taux. Cette baisse de sécrétion d’cestradiol provoque un pic de GnRH
et un pic de LH présumés concomitants (Concannon, 2005).

La progestéronémie augmente 24 a 48 heures avant le pic de LH, au moment de la chute du
taux d’cestradiol. Cette sécrétion pré-ovulatoire de progestérone semble déterminante pour le
déclenchement du pic de LH (Verstegen & Onclin, 2002).

Concannon (2005) a demontré que si la montée de la progestéronémie ne se fait pas et que
le ratio Progestérone/(Estradiol reste inchangé alors le pic de LH ne se produit pas et il n’y a
pas d’ovulation.

Le pic de LH débuterait lorsque le taux de progestérone passe rapidement de valeurs basales,
inférieures a 1 nmol/L, a des valeurs comprises entre 3 et 6 nmol/L ( Fontbonne et al. 2000 ).
Cette augmentation rapide de la concentration de progestérone ne peut étre dissociée

chronologiquement de 1’augmentation du taux de LH (Concannon, 2005).

1.2.3 (Estrus
1.2.3.1 Phase pré-ovulatoire

Le pic de LH est responsable de la croissance terminale rapide et de la lutéinisation des
follicules pré-ovulatoires. Ainsi, sous son influence, des follicules de 3-4 mm de diametre
sécrétant des cestrogénes sont transformés en follicules de 8-9 mm de diameétres sécrétant de
la progestérone. Ce pic déclenche aussi I’ovulation. Il est souvent considéré comme le point
central du cycle de la chienne, a partir duquel les événements sont datés (JO), il marque le
début de I’cestrus endocrinologique alors que 1’cestrus comportemental apparait en moyenne a

J1 avec des variations pouvant aller de J-3 a J+4 du cycle.

La durée de la décharge ovulante semble varier de 1 a 3 jours selon Concannon (2005) ; de
24 a 96h selon Chaffaux & Bosse (1997) ; dure en moyenne 3,3 jours selon Fontbonne et al.
(2000) et 36+/-5 heures d’apreés De Gier et al. (2006). Son taux sérique varie de 10 a 22
ng/ml selon Fontbonne et al. (2000) et est en moyenne de 18,7+/-5,8 ng/ml selon De Gier et
al. (2006).

Le pic de FSH précede également I’ovulation et dure trois fois plus longtemps que le pic de
LH. Il s’étend sur 110+/-8 heures. Le métabolisme et la clairance de cette hormone sont plus
lents (Concannon, 2005).
1.2.3.2 Phase ovulatoire

Le pic pré-ovulatoire de LH déclenche I’ovulation 30 a 48 heures plus tard, cela peut
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dépasser 96h dans certains cas (De Gier et al. 2006) .On considére que 1’ovulation a eu licu

lorsque le taux circulant de progestérone dépasse 5 a 10 ng/ml (Fontbonne et al. 2000).

Lors de I’ovulation les ovocytes n’ont pas encore achevés leur maturation, ils ne sont donc
pas immédiatement fécondables car bloqués en prophase de la premiere division méiotique.
La phase de maturation ovocytaire dure 48 heures (Fontbonne et al. 2000).

1.2.3.3 Phase post- ovulatoire

Les concentrations de LH et de FSH retrouvent progressivement leurs valeurs basales. Le
taux d’cestradiol décroit et atteint un niveau basal entre le 6°™ et le 11°™ jour de ’cestrus
endocrinologique, moment ou débute le meteestrus cytologique (figure2). La
progestéronémie augmente rapidement avec l’installation des corps jaunes, et atteint des
valeurs comprises entre 10 et 25 ng/ml au cours des 48 heures suivant I’ovulation, moment

ou I’ovocyte devient mature (Romagnoli, 2006) .

1.2.4 Metoestrus

Que la chienne soit gestante ou non, le corps jaune sécréte de la progestérone a des taux

élevés. Le taux circulant atteint un maximum entre le 15éme et le 30éme jour suivant le pic LH
avec des valeurs variant de 15 a 90 ng/ml selon Goodman et de 15 a 80 ng/ml selon
Blendinger (2007) , puis décline jusqu’a atteindre un taux inférieur a 1 ng/ml a J60-J70 post
pic LH ce qui marque la fin du dicestrus ( Goodman, 2001 ; Blendinger, 2007).

Ainsi les profils hormonaux d’une chienne gestante et d’une chienne non gestante sont tres

proches, cependant il existe quelques différences.
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Figure 1 : Evolution hormonale (LH, progestérone et cestradiol) au cours du cycle sexuel
chez la chienne gestante (Fontbonne et al. 2000).
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1.2.4.1 Dans le cas de gestation

Apres son pic, la progestéronémie chute légerement. Cependant une Iégére remontée se

produit entre le 25éme et le 40éme jour (post LH). Puis le taux de progestérone diminue
lentement et atteint, au dernier tiers de la gestation, un plateau de 4 a 16 ng/ml pendant 1 & 2
semaines. Enfin la concentration chute brutalement dans les 24 a 36 heures avant le part et
atteint des valeurs inférieures a 2ng/ml 12 & 24 heures avant la parturition (Goodman, 2001).
Cet effondrement est indispensable au déclenchement du part car il permet I’augmentation du

nombre de récepteurs a I’ocytocine dans le muscle utérin (Goodman, 2001). le taux

d’cestradiol, devenu trés faible au moment du pic de LH, remonte apreés le 25¢ME oy 308M€
jour de gestation contribuant a la phase de croissance et de différenciation des acini

mammaires (mammogeéneése) et, plus tard a la préparation du part.

La Relaxine, produite par le placenta de la chienne, est détectable 19 a 28 jours apreés le pic de

LH (Figure 1). Sa sécrétion présente un pic a 4-6ng/ml entre le 40'™M€ et le 50'™M€ jour de
gestation puis diminue avant terme. Elle devient indétectable 1 a 6 semaines apres la

parturition (Fontbonne et al. 2000 ; Romagnoli, 2006).

Le taux de prolactine augmente dés le deuxiéme tiers de la gestation et devient

significativement élevé entre le 3Oéme et le 35éme jour apres le pic de LH. La prolactinémie
présente un pic lors de la parturition et reste élevée pendant la lactation jusqu’au sevrage des
chiots. Les valeurs de prolactinémie montent a environ 40 ng/ml lors de la derniere semaine
de gestation et atteignent approximativement 100ng/ml 1 & 2 jours avant le part puis le taux
dépasse 100ng/ml 1 a 2 jours apres la parturition. La prolactinémie s’éléve en réponse a la

succion exercée par les chiots (Romagnoli, 2006).
1.2.4.2 Dans le cas de non gestation

La progestéronémie ne présente pas de remontée apres son pic, elle diminue progressivement
a partir du deuxiéme tiers du metcestrus jusqu’a J50-J80 apres le pic de LH (Romagnoli,
2006) (figure2). La prolactinémie reste basse pendant la deuxiéme moitié du metcestrus, <
2ng/ml, sauf lors de pseudogestation. En effet, certaines chiennes présentent lors de cette
phase des modifications cliniques similaires a celles observées chez une chienne gestante,
cela peut aller jusqu’a I’apparition d’une lactation de pseudogestation deux mois apres les

chaleurs (Romagnoli, 2006) (figure2).
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Figure 2 : représentation schématique de la courbe de progestérone chez une chienne
gestante et non gestante (Baron, 2006)

En résume le cycle hormonale de la chienne se traduit par :

- Un pic pré-ovulatoire de LH, 48h avant I’ovulation
- Une lutéinisation pré-ovulatoire des follicules avec production de progestérone avant
I’ovulation
- Une croissance en plateau de la progestérone, suite a I’ovulation. Chez la chienne
I’augmentation de la progestéronémie traduit ’ovulation et non la gestation.
Contrairement a ce que nous observons dans les autres espéces, I’élévation de la

progestéronémie chez la chienne n’est pas le témoin de la gestation, mais de 1’ovulation.
1.3 Particularités de ’ovulation chez la chienne

1.3.1 Folliculogenése et maturation ovocytaire

La folliculogenése comporte une premiere période de croissance lente, le follicule primordial
se transformant en follicule secondaire. Cette période n’est pas sous [I’influence des
hormones gonadotropes. Pendant I'ancestrus, la croissance folliculaire débute et les follicules
atteignent un diametre maximal de 0,6 a 1,0 mm (Fontbonne, 2008).

La phase de croissance rapide est, quant a elle, sous influence hormonale. Elle méne au follicule
tertiaire qui deviendra un follicule ovulatoire ou atrésique. Au début du pro-cestrus, plusieurs
follicules grandissent pour atteindre une taille de 1,5 a 5 mm de diamétre a la fin du pro-cestrus
(Hase et al. 2000).
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Quelques jours avant I’ovulation, la paroi du follicule s’épaissit, le volume de ’ovaire augmente
et a sa surface les follicules matures font protrusion. A ce moment Ia, les follicules mesurent
entre 3 et 8 mm de diamétre (Hase et al. 2000).

L’ovulation fait suite a une contraction du follicule qui expulse un ovocyte | immature qui
nécessite une maturation dans les oviductes d'au moins 48h avant d’étre fécondable (England &
Concannon , 2002).

En effet, Reynaud et al. (2005) démontrent que les spermatozoides ne peuvent pas pénétrer
dans l'ovocyte tant qu'il n'a pas achevé sa maturation. L'ovocyte mature, bloqué en métaphase I,
reste viable de 5 a 8 jours (Fontbonne, 2008 ; England, 2006).

La mise en place du corps jaune fait suite a ’ovulation et conduit au développement du tissu
lutéal autour d’une cavité résiduelle.

1.3.2 Type d'ovulation

L’ovulation chez la chienne est spontanée, ce qui signifie que I’accouplement n’est pas
nécessaire pour que I’ovulation ait lieu. D’autre part, la chienne est multipare, on assiste donc a
une série de ruptures folliculaires. Il faudrait par conséquent parler de poly-ovulations. Tous les
follicules n’étant pas au méme stade, au niveau de ’ovaire, les ovulations ne se produisent pas
au méme moment. Des études ont montré que ces ovulations se déroulaient sur un intervalle
d'environ 36 heures (Boyd et al. 1993).

1.3.3 Phase lutéale

Il s’agit de la phase de synthése de progestérone par le corps jaune. Ce dernier est une glande
endocrine transitoire dont la vie peut étre décomposeée en 3 ou 4 phases chez la chienne
(Verstegen & Onclin, 1998) (Encadré 1).

Les variations endocrinologiques qui se produisent lors de cette phase lutéale ont des
répercussions biologiques diverses) (Choquart , 2002)

Le comportement d’cestrus débute autour du moment de la décharge ovulatoire de LH, pendant
que le taux d’cestrogenes diminue et celui de progestérone augmente. La baisse du ratio
cestrogenes/progestérone semble étre un ¢lément déclenchant du comportement cestral chez la
chienne (England & Concannon, 2002).

Le tractus génital subit des modifications :

L’endometre, I’cedéme et la congestion diminuent suite a la chute du taux d’cestrogenes et, la
montée de la progestéronémie provoque une dentellisation de la muqueuse utérine préparant
I’utérus a la nidation. La progestérone inhibe également la motricité utérine et maintient le col

fermé. (England & Concannon, 2002).




La muqueuse vaginale devient plus plissée, moins oedeématiée et blanchatre au moment de la
décharge ovulante puis, au moment de la réduction brutale de la kératinisation au début du
metcestrus elle se modifie et est constituée de parties épaisses séparées de parties plus fines
vascularisées. (England & Concannon, 2002).

1.3.4 Particularités chez la chienne de la phase lutéale

Chez la chienne, il existe une particularité spécifique : la lutéogenése est initiée durant la phase
de pro-cestrus par une lutéinisation pré-ovulatoire du follicule cavitaire, conduisant a une
synthése précoce de progestérone grace a une réorganisation complexe des cellules folliculaires
en cellules lutéales (Lennoz & Rolland, 1975).

Ces cellules lutéales, comme dans les autres especes, se chargent en graisse colorée par un
pigment caroténoide, la lutéine, qui donne sa couleur au corps jaune. Cependant, chez la
chienne, ce dernier prend une couleur plutdt rosée Lennoz & Rolland, 1975). Il n’y a pas de
correlation entre le nombre de corps jaunes présents au niveau des ovaires et le nombre
d’embryons. Ainsi, Sokolowski (1971), a montré, au cours d’une étude portant sur le maintien
de la gestation chez des chiennes ovariectomisées a I’aide d’une supplémentation préalable en
progestagenes (acétate de médroxyprogestérone, a 100 mg par animal, que :

- sur 9 chiennes étudiées entre les 30 et 40 éme jours de gestation, il y avait 55 corps jaunes, et
45 embryons (perte de 18%)

- sur 7 chiennes étudiées entre les 42 et 56 éme jours de gestation, il y avait 49 corps jaunes, et
36 feetus viables (perte de 26,5%). D’autre part, le taux plasmatique en progestérone apparait
étre indépendant du nombre de feetus ou du nombre de corps jaunes fonctionnels.

1.3.5 Particularités de la La lutéolyse chez la chienne

La lutéolyse débute chez la chienne par une diminution de taille et de poids du corps jaune dés
le 56°™ jour de la gestation (Lennoz & Rolland, 1975).

Les mécanismes lutéolytiques semblent étre différents en cas de gestation ou de non gestation.
En cas de pseudogestation, on pense a un processus de vieillissement spontané et progressif des
cellules lutéales au sein du corps jaune.

En cas de gestation, la lutéolyse est brutale, conduisant a une chute rapide de la progestéronémie
(Lennoz & Rolland, 1975).

Une activité lutéolytique a été attribuée a la prolactine, mais il semble que le pic prolactinique
péri-partum est consécutif a la chute du taux plasmatique de la progestérone et non ’inverse

(Heraud, 1997).




Pour de nombreux auteurs, ce facteur lutéolytique est la prostaglandine F2a (Dettle et al. 1988).
Lors des expériences menées par Dettle et al. (1988), la lutéolyse a également été induite par la

dexamethasone et la bromocriptine.

2. Suivi de la reproduction chez la chienne
2.1 Cytologie vaginale

2.1.1 Méthode de prélévement

Plusieurs méthodes pour le prélevement des cellules vaginales exfoliées sont possibles. 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 viable (Feldman &
Nelson, 1996 ; Neveux 1999 ; Johnston et al. 2001).

a. Prélevement avec une pipette

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

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

Une goutte du produit de récolte est déposée a I’extrémité d’une lame de microscope. Cette
derniére est maintenue verticalement pour permettre I’écoulement du liquide sur I’ensemble de
la longueur. Puis ’excédent est essuyé (Holst, 1986 ; Roszel, 1977 ; Guyant, 1988 ; Olson et
al. 1984 ; England, 1992 ; Baker & Lumsden, 2001).

Cette technique est la moins douloureuse pour ’animal. Néanmoins, le prélévement avec une
pipette peut altérer la morphologie des cellules. La quantité des cellules prélevées peut étre
insuffisante. 1l tend a minorer les comptages cellulaires, ce qui entraine des pourcentages peu
fiables et augmente les index (Evans & Savage, 1970 ; Guyant, 1988 ; Olson et al. 1984).

b. Ecouvillonnage

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

Précédemment certains écouvillonnages étaient effectués avec des « abaisses langue » coupés
en quatre, polis et humidifiés avec du sérum physiologique (Christie et al. 1970). Ce matériel,
outre son manque d’asepsie, rendait I’examen douloureux pour I’animal. On a également

utilisés des spatules en métal (Evans & Savage, 1970).
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L’écouvillon stérile doit étre humidifi¢ avec du sérum physiologique stérile. Cela peut ne pas
étre nécessaire si la chienne présente des écoulements vaginaux suffisants (pendant le preestrus
ou ’eestrus) (Johnston et al. 2001). Néanmoins, lorsqu’on utilise du matériel non humidifié, le
coton collecte les cellules mais également du mucus, ce qui peut géner 1’étalement du
prélevement.

Les Iévres vulvaires peuvent étre écartées manuellement avec le pouce et I’index. L’écouvillon
est introduit au niveau de la commissure dorsale de la vulve (figures 3, 4). Puis il est orienté
cranio-dorsalement en direction de la colonne vertébrale. Une fois passée au dessus de
I’arcade ischiatique, I’instrument est dirigé cranialement sur une quinzaine de centimetres. Au
contact de la muqueuse du vestibule ou de la partie caudale du vagin, 1I’écouvillon subit une
rotation. Le mouvement doit étre imprimé avec une force suffisante pour assurer un bon
contact avec la muqueuse vaginale. Puis 1’écouvillon est extrait délicatement des Vvoies

génitales (Roszel, 1977 ; Johnston, 1988 ; Concannon & Digregorio, 1987 ; Neveux, 1999).
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Figure 3 : Rappels anatomiques et technique de prélévement (Johnston et al. 2001).
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Figure 4 : Technique de prelévement par écouvillonnage (Bowen, 2000).

Certaines précautions sont nécessaires pour éviter des erreurs. En dirigeant caudalement
I’écouvillon, on évite d’effectuer un prélévement dans la fosse clitoridienne. En effet, des
cellules fusiformes keératinisées sont frequemment prélevees dans cette zone et peuvent étre
confondues avec des cellules superficielles kératinisées observeées lors de 1’cestrus pour un ceil
nonaverti (Johnston etal. 2001 ; Olson etal. 1984).

L’introduction sur 15 cm (pour une chienne de format moyen) est obligatoire. Les

manipulations dans le vagin cranial peuvent étre douloureusement ressenties par certaines

femelles (Schutte, 1967). Au niveau de la zone caudale du vestibule, 1’épithélium pourrait étre

moins sensible aux variations hormonales ; ceci a été montré chez la femme (Schutte, 1967),

mais pas encore mis en évidence chez la chienne.

Le prélevement sur la partie dorsale du vestibule ou du vagin évite tout traumatisme du

méat urétral (Johnston et al. 2001).

Certains auteurs ont conseillé I’utilisation de spéculums . Ils évitent tout contact de I’écouvillon

avec la muqueuse de la fosse clitoridienne et du vestibule caudal, ce qui assure de prélever dans

la zone souhaitée. Il n’y a également aucun risque de léser le meat urinaire (Concannon &

Digregorio, 1987 ; Holst, 1986 ; Mialot, 1984 ; Neveux, 1999 ; Fayrer-Hosken, 1996).

Cependant ils sont rarement nécessaires en pratique courante.

L’¢talement sur une lame de microscope doit étre effectué rapidement, afin d’éviter le

dessechement du prélevement (Concannon & Digregorio, 1987 ; Holst, 1986). Le but est de

transférer un matériel représentatif du prélévement et non I’ensemble de ce dernier.




L’écouvillon est roulé sur une lame propre sans frottement pour ne pas détériorer les cellules
(Johnston et al. 2001).

Geénéralement deux a trois lignes paralléles, bien séparées, peuvent étre étalées sur toute la
longueur d’une seule lame (Concannon & Digregorio, 1987 ; Bowen, 2000). Cependant, la
superposition de deux étalements génerait et fausserait la lecture du frottis. C’est pourquoi
certains auteurs préconisent d’utiliser deux lames et de ne pratiquer qu’un seul étalement par
lame (Mialot, 1984 ; Roszel, 1977 ; Guyant, 1988 ; Neveux, 1999).

Il est préférable que I’étalement soit toujours réalisé par le méme manipulateur qui applique le
méme appui de I’écouvillon sur la lame. En effet, les variations des différents types cellulaires

sont parfois délicates a observer et nécessitent une méthode standardisée (Neveux, 1999).
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Figure 5 : schéma des différentes couches de I'épithélium vaginal de la chienne (Dumon, 2009)

2.1.2 Fixation du prélevement

Le frottis doit étre fixé immédiatement (dans les quelques secondes qui suivent I’étalement sur

la lame), alors qu’il est encore humide. En effet, si I’air séche les lames, les cellules peuvent se

distordre (Roszel, 1977; Concannon & Digregorio 1987 ; Neveux, 1999).

La lame est plongée dans un bain de fixateur, qui peut étre une solution de méthanol a 95%
(Holst, 1986 ; Olson et al. 1984), un mélange a parts égales d’éthanol a 100° et d’éther
(Schutte, 1967 ; Neveux, 1999), ou des solutions industrielles préparées a cet effet.

Des cytofixateurs sont disponibles sous forme de spray. Cette technique peut étre préférée du
fait de son efficacité et de sa facilité d’utilisation et de conservation du fixateur (Concannon &

Digregorio, 1987 ; Johnston et al. 2001 ; Neveux, 1999).
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2.1.3 Différentes techniques de coloration

Le praticien doit choisir une technique de coloration qui soit a la fois la plus simple a effectuer,
se conservant bien, et qui doit éviter les erreurs de lecture en donnant des résultats constants

(Feldman & Nelson, 1996). Plusieurs techniques sont a notre disposition.

a. Coloration de May-Griinwald-Giemsa.

Cette technique et ses dérivés (Diff-Quick®) sont également couramment utilisés (Olson et al
1984 ; Concannon & Digregorio 1987 ; Guyant ,1988 ; Wright & Parry, 1989 ; Neveux, 1999 ;
Johnston et al. 2001) . En effet de nombreux praticiens possédent les réactifs dont ils se servent

pour colorer les frottis sanguins (tableau 2).

Tableau 2 : coloration Diff-Quick ® (Bowen, 2000).

Ordre de passage Produits Temps

1 méthanol 10 passages
2 solution 1 10 passages
3 solution 2 10 passages

Les cellules vaginales, quel que soit leur degré de kératinisation apparaissent uniformément
bleu-violet. Elles ne sont alors appreciables que par leurs seuls criteres morphologiques
(Concannon & Digregorio, 1987 ; Wright & Parry 1989 ; Neveux, 1999 ; Johnston et al. 2001).
Cette technique permet une trés bonne visualisation des polynucléaires neutrophiles et des
hématies (Neveux, 1999) (figure 5,6).
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Figure 6 : Frottis vaginal de chienne coloré avec la méthode Diff-Quick ® (Bowen, 2000).

Les avantages de cette technique résident dans son faible colit et dans sa rapidité d’exécution

(Olson et al. 1984 ; Concannon & Digregorio, 1987).
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b. Bleu de méthyléne

Le bleu de méthyléne n’est presque plus utilisé a I’heure actuelle. On pratique cette technique
en placant une goutte de solution de colorant sur la lame, puis une lamelle est apposée.

C’est une coloration rapide et peu cotteuse, grace a laquelle la visualisation de la morphologie
cellulaire est bonne. Cependant elle ne permet pas la conservation des lames. En outre, elle ne
met pas en évidence les affinités tinctoriales, et ne colore pas les hématies, ce qui rend parfois
I’interprétation difficile (Simmons, 1970 ; Olson et al. 1984 ; Guyant, 1988 ; Feldman &
Nelson, 1996 ; Neveux ,1999 ; Johnston et al. 2001).

c. Coloration de HarrisShorr

Cette coloration trichrome a été mise au point par Ephraim Shorr en 1940 (Shorr 1940 ; Shorr
,1941). Elle connait de nombreuses variantes qui ont permis d’augmenter son efficacité et de
faciliter sa mise en pratique (Roszel, 1977 ; Oettlé & Weldhagen , 1982 ;Guyant, 1988 ;
Neveux , 1999) ( tableau 3).

Tableau 3 : Coloration de Harris — Shorr (Neveux, 1999).

Ordre

de Produits Temps

1 mélange alcool-ether 1/2 5 minutes

2 alcool a 70° plonger 10 fois
3 alcool a 50° plonger 10 fois
4 eau distillée plonger 10 fois
5 hématoxyline de Harris 2 minutes

6 eau distillée passage

7 eau distillée passage

8 alcool ammoniacal 1 minute

9 eau distillée passage

10 alcool a 70° passage

11 alcool a 95° passage

12 colorant de Shorr 2 minutes

13 alcool a 95° passage

14 alcool absolu passage

L’intérét de cette technique est la coloration orangée des précurseurs cytoplasmiques de la
kératine (Olson et al. 1984). La lecture est aisée, car les cellules sont différenciées selon leur
affinité tinctoriale. Les cellules basophiles apparaissent bleues, et les cellules acidophiles

rouges orangées (Neveux, 1999 ; Johnston et al. 2001).




Dans le suivi du cycle sexuel chez la chienne, la coloration de Harris Shorr est la coloration de
choix. Les cellules acidophiles deviennent rouge orange alors que la kératinisation progresse.
Les désavantages sont sa durée de mise en ceuvre (une quinzaine de minute), ce qui en fait I'une
des techniques les plus longues ainsi que le grand nombre de récipients de produits mis a
disposition (Feldman & Nelson, 1996). Cependant, il existe comme alternative des Kits

simplifiés de coloration tels que le Diagnoestrus RAL ®.

d. Coloration de Papanicolaou
Cette coloration pentachrome a été décrite par Georges Papanicolaou en 1942 (Papanicolaou,
1942). De méme que le thrichrome de Harris Shorr, elle a subi de nombreuses modifications
(Schutte, 1967) (tableau 4).

Tableau 4 : La coloration de Papanicolaou

(D’aprés cours d’anatomie pathologique du CHU Necker).

Ordre de passage Produits Temps

1 alcool a 70° plonger 10 fois
2 alcool a 50° plonger 10 fois
3 eau distillée 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 Orange G 6 (1) 5 minutes

11 alcool & 95° 30 secondes
12 alcool & 95° 30secondes

13 EA 50 (2) 5 minutes

14 alcool & 95° 30 secondes
15 alcool & 95° 30 secondes
16 alcool absolu 30 secondes
17 xyléne 2 passages

Les noyaux apparaissent bleu-violet, les cellules superficielles rose-orangé, les cellules
intermédiaires bleu-vert, et les cellules plus profondes vertes plus franches (Papanicolaou,
1942) (Figure 7).




Figure 7 : Frottis vaginal au grossissement 1000 pratiqué chez une femme et coloré avec la
technique de Papanicolaou. Coloration verte du cytoplasme (cellule parabasale), coloration
bleutée du noyau. (Heron , 2004).

| s’agit de la coloration standard des frottis vaginaux chez la femme. Néanmoins nous ne
I’avons jamais vu utilisée pour colorer les frottis vaginaux chez la chienne dans la littérature.
Le trichrome de Harris Shorr I’a supplanté pour effectuer une lecture tinctoriale des lames

2.1.4 Observation microscopique

La lecture de la lame se faite en deux temps, un faible grossissement (x40 ou x100) permet
d’apprécier globalement la richesse en cellules ainsi que leur répartition (dispersées, en amas
ou isolées), la réussite de la coloration. On peut déja observer 1’éventuelle présence de mucus,
de polynucléaires neutrophiles, de spermatozoides. Cette premiere visualisation donne
également la tendance tinctoriale du frottis (globalement basophile, acidophile, ou « mixte »).
Puis un fort grossissement (x400) nous donne des informations beaucoup plus précises sur les
types cellulaires rencontrés. La morphologie et la couleur de la cellule, la taille et I’aspect du
noyau sont des informations primordiales pour reconnaitre le type cellulaire rencontré
(Simmons, 1970 ; Neveux ,1999 ; Johnston et al. 2001).

a. Types cellulaires

L’¢épithélium vaginal est de type stratifi¢ pavimenteux non kératinisé ou épithélium malpighien
une couche de cellules germinatives repose sur une lame basale. Depuis cette couche vers la

lumiére utérine, on trouve successivement des cellules parabasales, des cellules intermédiaires




(issues de la différenciation des cellules parabasales), puis des cellules superficielles (Schutte,
1967). Les cellules de I’épithélium vaginal. Les affinités tinctoriales des cellules seront décrites
en fonction de la coloration de Harris Shorr.

a.1 Cellules parabasales

Ce sont les plus petites cellules épithéliales observées sur un frottis. Leur diametre est de 10 a 20
pm (Concannon & Digregorio, 1987 ; Johnston et al. 2001). En effet, les cellules de la couche
germinative ne sont que trés rarement visualisées (Olson et al. 1984 ; Johnston et al. 2001).

Leur forme est généralement ronde et uniforme (Olson et al. 1984 ; Schutte, 1967; Vaughan,
1996). On peut néanmoins les observer en colonne (c'est-a-dire que le cytoplasme est étiré et
que le noyau est excentré) (Neveux, 1999).

Leur noyau est rond et volumineux, et le cytoplasme peu abondant ; le rapport nucléo-
cytoplasmique est donc élevé (Olson et al. 1984; Guyant, 1988 ; Feldman & Nelson 1996 ;
Vaughan, 1996 ; Johnston et al. 2001) (Figure 8).

Il fixe bien les colorants. Il peut certaines fois apparaitre éosinophile (Concannon & Digregorio
1987).L’ensemble de la cellule est basophile (bleuté). (Neveux, 1999).
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Figure 8 : Cellules parabasales au grossissement 400 (Mialot, 1984).

(2) : cellules parabasales rondes ; (2) cellules parabasales allongées.
a.2 Cellules intermédiaires

Ces cellules subissent la premiere étape qui conduit a la mort cellulaire. Il existe de tres grandes

variations de taille et de forme car elles représentent toutes les étapes de maturation entre 1’état
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parabasal et 1’état « superficiel » (Vaughan, 1996). Ceci explique que deux sous- types ont été
définis.

a.3 Petites cellules intermédiaires

Ce sont les cellules en croissance. Elles assurent la transition entre les parabasales sphériques et
les cellules plus larges, plus anguleuses qu’elles deviendront au fur et a mesure qu’elles
s’éloigneront des couches les plus profondes (Concannon & Digregorio, 1987 ; Feldman &
Nelson, 1996). Leur diamétre est supérieur a 20um (Johnston et al. 2001).

Leur forme varie de rond a anguleux. La plupart sont ellipsoides (Concannon & Digregorio
1987 ; Johnston et al. 2001) (Figure 9).

Le noyau est encore bien rond et bien visible. Son diamétre représente de 30 a 35 % de celui de
la cellule (Schutte, 1967 ; Concannon & Digregorio, 1987).

La coloration cytoplasmique reste basophile. Le noyau peut commencer a prendre une légére
teinte acidophile (Concannon & Digregorio, 1987).

Petites cellules
mtermediaires

Figure 9: Petites cellules intermédiaires au grossissement x400
(Mialot, 1984).
a.4 Grandes cellules intermédiaires
Elles représentent 1’étape intermédiaire entre les plus grandes des petites cellules
intermédiaires, d’aspect globalement régulier, et les cellules superficielles, squameuses et
irréguliéres (Concannon & Digregorio 1987) (Figure 10). Leur diametre est supérieur a 30pum
(Johnston et al. 2001).
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Elles sont plates. Leur contour est anguleux (figures) (Johnston et al. 2001 ; Concannon &

Digregorio, 1987).

Le noyau est de taille normale, visible et encore fonctionnel (Johnston et al. 2001b). En effet,

elles représentent « la frontiére » entre les couches cellulaires qui ont accés aux nutriments et

celles trop éloignées de la lame basale pour pouvoir assurer une fonction nucléaire correcte

Le diamétre nucléaire représente moins de 35%, et peut ne correspondre qu’a 15% du
diametre cellulaire (Concannon & Digregorio 1987).

Leur cytoplasme peut afficher soit une basophilie, soit une acidophilie (soit les deux). Le noyau,
lui est toujours acidophile (figure 10) (Concannon & Digregorio 1987).

N Grande cellule
; mtermechaire

Figure 10 : Grande cellule intermédiaire au grossissement x400

(Mialot, 1984)
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Figure 11 : Les cellules du frottis vaginal (Neveux, 1999).
a.5 Cellules superficielles

Elles sont nommeées ainsi en raison de leur position au sein de I’épithélium vaginal (figurell)
(Johnston et al. 2001). 11 s’agit des plus grandes des cellules vaginales ; leur diamétre est
compris entre 30 et 75 um (Concannon & Digregorio ,1987 ; Vaughan, 1996 ; Johnston et al.
2001).Les bords cellulaires sont irréguliers, anguleux et plissés (Olson et al. 1984 ; Concannon
& Digregorio ,1987).

Elles peuvent présenter un aspect de « corn-flakes » (Vaughan, 1996). Au contraire de ces
derniéres, le noyau est pycnotique, absent, ou on ne peut distinguer que sa silhouette (Schutte,
1967; Concannon & Digregorio, 1987 ; Vaughan, 1996 ; Johnston et al. 2001) (figure 12).
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Figure 12 : Cellules superficielles kératinisées anucléés au grossissement 400
(Mialot, 1984).

Elles sont également appelées cellules kératinisées. En effet, le phénoméne de kératinisation est
li¢ a la dégénérescence qui transforme les cellules d’un épithélium malpighien en cellules
mortes. Ceci est reflété par la pycnose nucléaire (Guyant, 1988 ; Johnston et al. 2001).

Les cellules ne posseédant pas de noyau sont également appelées squames (figure 12)
(Concannon & Digregorio 1987 ; Guyant, 1988 ; Johnston, et al. 2001).

La maturation peut s’arréter au stade ou les cellules superficielles présentent encore un noyau,
méme si le pic oestrogénique est atteint. Chez certaines chiennes, on a émis 1I’hypothése que ce
phénomene était associé a un refus de I’accouplement ou des problemes de fertilité (Feldman &
Nelson, 1996).

L’ensemble de ces cellules est complétement acidophile. L’intensité de la coloration croit en
fonction du stade de dégénérescence. Globalement plus la cellule est sénescente, plus
I’acidophilie sera marquée (Johnston et al. 2001). Néanmoins certaines squames ne prennent
absolument aucune coloration et apparaissent donc transparents. (Concannon & Digregorio,
1987). Ces cellules offrent une protection a I’épithélium vaginal lors de ’accouplement

(Guyant, 1988).
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b. Autres cellules vaginales

b.1 Cellules « metoestrales »

Il s’agit de cellules parabasales modifiées qui contiennent un ou plusieurs polynucléaires
neutrophiles dans leur cytoplasme (figure 13) (Olson et al. 1984 ; Guyant, 1988 ; Feldman &
Nelson, 1996 ; Neveux, 1999 ; Johnston et al. 2001) (Figures 16). Elles reflétent la propriété
de phagocytose de I’épithélium vaginal.

Comme leur nom I’indique, elles sont présentes lors de la phase lutéale du cycle sexuel.
Cependant elles peuvent étre observées dés que des polynucléaires neutrophiles sont présents

(en début de preestrus, ou en cas de vaginite) (Johnston et al. 2001) .

Figure 13 : Cellules metoestrales au grossissement 1000 (Mialot, 1984).

b.2 Cellules spumeuses ou « foam cells »

Ce sont des cellules parabasales ou intermédiaires qui contiennent des vacuoles
cytoplasmiques. Leur origine et leur signification sont inconnues (Olson et al. 1984 ; Johnston,
1988 ; Guyant, 1988 ; Feldman & Nelson, 1996 ; Johnston et al. 2001).

b.3 Les cellules superficielles avec des corps cytoplasmiques

Ces cellules sont fréquemment rencontrées chez des chiennes en cestrus. L’origine et la
signification des inclusions cytoplasmiques est inconnue (Olson et al. 1984 ; Johnston et al.
2001).




Les corps cytoplasmiques peuvent étre aisement distingués des bactéries. Bien que les bactéries
puissent adhérer aux cellules superficielles, elles sont plus petites et sont souvent observées en
position extracellulaire (Johnston et al. 2001).

b.4 Cellules épithéliales contenant des grains de mélanine

Elles peuvent étre observées sur des frottis issus de chiennes possédant un épithélium pigmenté
(par exemple, les labradors noirs). Elles ne doivent pas étre confondues avec des cellules
cancéreuses de mélanome. (Olson et al. 1984; Johnston et al. 2001).

b.5 Cellules néoplasiques

Les cellules anormales peuvent s’exfolier et donc étre présentes au sein d’un frottis vaginal.
Les types tumoraux les plus fréquemment rencontrés lors d’un frottis sont : les carcinomes a
cellules transitionnelles, les tumeurs vénériennes, les carcinomes a cellules squameuses, les
métastases d’adénocarcinomes mammaires et les lymphosarcomes (Guyant, 1988 ; Johnston et
al. 2001).

c. Autres populations cellulaires

c.1 Erythrocytes

Ces cellules ont une double origine. Elles proviennent tout d’abord de 1'utérus et également
issues du vagin, puisque des hématies ont été observées sur des frottis de chiennes en preestrus
qui avaient été auparavant hystérectomisées (Holst, 1986 ; Johnston et al. 2001).

L’aspect de ces cellules est similaire a celui observé sur un frottis sanguin. Elles sont arrondies,
ou avec des bords Iégerement crénelés, semi transparentes.

Pendant 1’cestrus, les hématies sont souvent plus difficiles a distinguer. Il n’en subsiste que des
fragments cellulaires, ce qui semble suggérer une lyse cellulaire due a changement dans la
composition du mucus vaginal (Concannon & Digregorio, 1987).

c.2 Leucocytes

Ils sont présents dans les frottis, sans que cela soit un signe pathologique. Les polynucléaires
neutrophiles (PNN) sont les cellules issues de la lignée blanche qui sont le plus fréquemment
observées. Les lymphocytes et les polynucléaires éosinophiles ne sont que trés rarement
rencontrés (Johnston et al. 2001).

Les PNN sont généralement rencontrés lors du metcestrus. En effet, lors de 1’cestrus,
I’épaississement de la muqueuse vaginale empéche toute diapédése. Cependant, si des PNN
sont observés sur un frottis provenant de chiennes en période d’cestrus, une métrite ou une

vaginite doivent étre envisagées. (Johnston et al. 2001).
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c.3 Cellules de la fosse clitoridienne

Les cellules de la fosse clitoridienne peuvent étre observées si le prélevement a été mal effectué
; c'est-a-dire dans la fosse clitoridienne au lieu du vestibule ou du plafond vaginal. Ces cellules
totalement éosinophiles, trés abondantes pendant 1’ancestrus et 1’cestrus, peuvent Etre
confondues avec des cellules squameuses (Roszel, 1977 ; Olson et al. 1984 ; Concannon &
Digregorio, 1987 ; Guyant,1988 ; Neveux, 1999 ; Johnston et al. 2001 ).

c.4 Spermatozoides

On peut les observer lorsque la chienne a été accouplée. Bien que leur présence confirme un
accouplement, leur absence n’élimine pas I’inverse. En effet dans une étude, seuls 65% des
frottis obtenus 24 heures aprés un accouplement présentaient des spermatozoides (Johnston et
al. 2001).

c.5 Bactéries

Le vagin n’est pas une « chambre » stérile, et il est normal d’y observer différents types de
bactéries. Leur quantité est trés variable ; Si un grand nombre de micro-organismes est
visualisé conjointement avec des PNN dégénérés, il peut s’agir d’un signe de vaginite (Holst,
1986). Les espéces bactériennes les plus freguemment rencontrées sont : Escherichia coli,
Streptococcus viridans, Staphylococcus aureus, Streptococcus canis, Proteus spp.,
Staphylococcus epidermitis, Corynebacterium spp., Klebsiella aerobacter et Bacillus spp.
(Platt & Simpson, 1974 ; Hirsch & Wiger, 1977 ; Ling & Ruby, 1978 ; Baba et al. 1983).

2.1.5 Variations de la cytologie vaginale au cours du cycle cestral

2.1.5.1 Durant le preestrus précoce

Il s’agit d’un frottis pauci cellulaire (Johnston et al. 2001). On visualise des cellules
parabasales, des petites et grandes cellules intermédiaires (Feldman & Nelson, 1996) .

Les PNN et les bactéries sont présents en quantité variable (Feldman & Nelson, 1996) ;

Le preestrus est communément déterminé par la présence en grand nombre d’érythrocytes
(Feldman & Nelson, 1996) (figure 14). Le fond du frottis est souvent granuleux ou « sale ».
Ceci est db au fait que les sécrétions muqueuses cervicales et vaginales fixent tres bien la
coloration (Feldman & Nelson, 1996).
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Figure 14 : Frottis de preestrus débutant grossissement 400 (Alain Fontbonne, 1996).

2.1.5.2 Durant le preestrus moyen

Les premiers effets de 1’élévation sérique en estrogenes sur le tractus génital sont visualisés
(Feldman & Nelson 1996). Le frottis est riche en cellules ; la kératinisation cellulaire débute.
La proportion en cellules parabasales et petites intermédiaires diminue progressivement, au
profit de celle en cellules superficielles nucléées et anucléées (figure 15) (Feldman & Nelson
1996 ; Johnston et al. 2001). La proportion en cellules parabasales par rapport au nombre
total de cellules vaginales est de 5 a 30% en début de preestrus ; elle passe a moins de 5%
quatre a cing jours avant le pic de LH (Johnston et al. 2001).

Il y a une disparition des PNN. En effet ’épaississement brutal de la muqueuse vaginale

empéche la diapédése des neutrophiles. Ils ne seront plus visualisables jusqu’au metcestrus

(Feldman & Nelson 1996) (figures15).La quantité d’hématic commence a décroitre (Feldman
& Nelson 1996 ; Johnston et al. 2001). Le fond du frottis est variable. Il peut étre soit
mugueux soit propre (Roszel, 1977 ; Feldman & Nelson, 1996).
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Figure 15 : Frottis de preestrus moyen grossissement 400 (cliché Alain Fontbonne, 1996).

2.1.5.3 Durant le preestrus tardif

Le frottis est riche en cellules (Roszel, 1977) .Plus de 80% des cellules vaginales sont des cellules
superficielles qui présentent un noyau vésiculaire, pycnotique, ou alors pas de noyau du tout
(Feldman et Nelson 1996). Elles forment souvent de larges amas (Roszel, 1977). Le frottis
vaginal ne contient plus de PNN (Feldman & Nelson 1996). La présence d’hématies est variable
(Feldman & Nelson 1996) (figure 16).

Le fond du frottis est propre (Roszel, 1977). Il n’y a pas de différence majeure entre le preestrus
tardif et ’cestrus. En effet les 1 a 8 derniers jours avant la fin proestrus sont typiques de 1’cestrus.
Généralement durant 4 a 5 jours les deux phases ne peuvent étre différenciées uniquement sur la

base de la cytologie vaginale (Feldman & Nelson 1996).
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Figure 16 : Frottis de preestrus tardif grossissement 100 (cliché Alain Fontbonne ,1996).
2.1.5.4 Durant P’eestrus

Pendant toute cette phase et la période tardive de celle qui la précédait (10 a 14 jours), la
cytologie vaginale demeure relativement constante (Holst, 1986). Aucune donnée cytologique
ne permet d’identifier avec certitude le jour du pic de LH, de I’ovulation ou de la fertilisation.
Par ailleurs, les frottis vaginaux sont considérés comme le miroir de 1’oestrogénémie (Feldman
& Nelson, 1996). Pourtant en début d’cestrus, I’effet oestrogénique est maximal sur les frottis
alors que la concentration sérique de ces stéroides commence a diminuer (Feldman & Nelson,
1996).

Le frottis est riche en cellules ; la kératinisation maximale survient de 5 a 6 jours avant jusqu’a 2
a 3 jours apres le pic de LH et environ 2 jours apres le pic d’estrogénes (Concannon, 1986 ;
Mestre et al. 1990). Théoriquement a la survenue de 1’cestrus (et pendant toute cette phase) et du
pic de LH, le frottis vaginal est entierement kératinisé et présente 100% de cellules anucléées
(Feldman & Nelson, 1996).

En pratique, un fait aussi simple et prévisible ne peut étre constaté chez 1’ensemble des
chiennes. Généralement pendant 1’cestrus, le pourcentage en cellules superficielles n’est

jamais inférieur a 60% et est compris entre 80 et 100% (Feldman & Nelson, 1996) (figure 17).

La kératinisation maximale peut étre représentée par des « frottis-types » suivants :
+  Environ 100% de cellules anuclées,

+ Un pourcentage important de cellules kératinisées contenant un noyau dense et bien

discernable,
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+ La présence parmi les cellules superficielles, de grandes cellules intermédiaires
(Concannon, 1986 ; Concannon & Digregorio, 1987).

Cependant I’aspect tinctorial du frottis a cette période est tres acidophile (figure 17). Le dernier
jour précédant la survenue du metcestrus, les cellules superficielles sont regroupées en amas,
leur membrane cytoplasmique est difficilement discernable, la coloration cytoplasmique
irréguliére et elles prennent un aspect flétri (Holst & Phemister, 1974 ; Olson et al. 1984 ;
Concannon & Digregorio, 1987).

Les PNN sont absents, trés rares ou présentant des formes dégénératives (Schutte, 1967 ; Olson
et al. 1984 ; Concannon & Digregorio, 1987 ; Guyant, 1988 ; Feldman & Nelson, 1996 ;Baker
& Lumdsen, 2001) ; ceci est di a 1’épaississement maximal de la muqueuse vaginale (Guyant,
1988). Néanmoins il a été rapporté, qu’a la fin de ’cestrus (7.7 + /- 3.1 jours apres le pic de
LH) des petits amas de leucocytes pouvaient étre visualisés a nouveau sur les frottis (England,
1992). 11 s’agit du premier des effets visualisables du déclin de I’activité des estrogenes sur le

vagin (Roszel, 1977).

Figure 17 : Frottis d’cestrus grossissement 100 (cliché Alain Fontbonne, 1996).

Le nombre de bactéries présentes sur le frottis est maximal durant cette phase (baba et al. 1983)
Elles peuvent adhérer a la surface des cellules épithéliales superficielles. En I’absence de
neutrophiles, une quantité trés importante en micro-organismes doit étre considérée comme
normale. (Johnston et al. 2001).

La quantité d’érythrocytes varie en fonction des individus, elle peut étre de trés abondante a




trés faible et cela malgré des écoulements vulvaires toujours présents. Les modifications du
mucus vaginal pourraient provoquer leur lyse (Concannon & Digregorio, 1987). Leur absence
est constatée chez certaines femelles. (Concannon & Digregorio, 1987). Cependant la plupart
des chiennes présentent encore des cellules sanguines sur leurs frottis (Bell & Christie, 1971).

Durant toute cette période, le fond du frottis est propre (Schutte, 1967 ; Roszel, 1977 ; Olson et
al. 1984; Concannon & Digregorio, 1987 ; Wright & Parry, 1989 ; Feldman & Nelson, 1996 ;
Johnston et al. 2001) (figure 18).
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Figure 18 : Représentation schématique de la cytologie vaginale rencontrée lors du preestrus,

de P’cestrus et du metcestrus (Schutte, 1967). E.I. : Index Eosinophilique.

2.1.5.5 Durant le metcestrus précoce

Cette phase du cycle est marquée, des son premier jour, par des changements cytologiques
brutaux qui sont corrélés avec le retour, un a deux jours auparavant, de la concentration en
estrogenes a des valeurs basales (Holst & Phemister, 1974 ; Concannon & Digregorio, 1987 ;
Feldman & Nelson, 1996 ; Johnston et al. 2001) ; Le frottis est riche en cellules (Feldman &
Nelson, 1996).

La survenue du metcestrus cytologique correspond au jour ou le pourcentage en cellules
kératinisées diminue d’au moins 20% (figure 19). Le premier jour cette chute est souvent
supérieure a 50%. De facon corollaire, le nombre de cellules des couches profondes de
I’épithélium augmente et représentent au moins plus de 10 % (et souvent plus de 50%) des
cellules du frottis (Holst & Phemister, 1974) (figure 19). A cet instant I’aspect des cellules

superficielles se modifie : elles apparaissent pli€es, leur contour s’estompant (Holst &
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Phemister, 1974).

En trois jours, la proportion des cellules parabasales et des petites cellules intermédiaires peut
représenter jusqu’a 95% des cellules épithéliales (Concannon & Digregorio, 1987 ; Feldman &
Nelson, 1996). Dans une étude, les petites cellules vaginales (parabasales et petites
intermédiaires) représentaient 63.8 +/- 12.5 % et les grandes cellules intermédiaires ainsi que
les superficielles 36.7 +/- 12.8% (Dore, 1978).

On observe simultanément une augmentation du nombre des grandes cellules intermédiaires,
dans le cas ou ces derniéres auraient été rares ou absentes pendant I’cestrus (Concannon &
Digregorio, 1987), la coloration est a prédominance basophile (figure 20).

Occasionnellement des cellules spumeuses et/ou des cellules metcestrales sont visualisées
(Schutte, 1967 ; Roszel, 1977 ; Post, 1985 ; Johnston, 1988 ; Feldman & Nelson, 1996 ;
Neveux, 1999 ; Johnston et al. 2001). Elles pourraient étre un bon moyen pour « dater » un
frottis ; malheureusement il en a été observé a d’autres phases du cycle (Feldman & Nelson,
1996).

Les leucocytes reapparaissent en nombre variable au moment de la modification des types
cellulaires du frottis (Schutte, 1967 ; Roszel, 1977 ; Olson et al. 1984; Concannon &
Digregorio, 1987; Neveux, 1999 ; Johnston et al. 2001), ils sont observés dans les 3 premiers
jours du metcestrus (Holst & Phemister, 1974). Chez les individus pour lesquels ces cellules
¢taient déja présentes en fin d’cestrus, leur quantité est plus importante (Dore, 1978).

Des bactéries sont toujours présentes, mais en quantité moins importante que lors de 1’cestrus
(Baba et al. 1983). Cependant, aucune étude n’a étudié la variation du nombre de micro-
organismes pendant le metoestrus.

Les hématies sont encore visualisables durant les 18 premiers jours du metcestrus (Olson et al.
1984 ; Neveux, 1999 ; Johnston et al. 2001). Dans une étude, 33% des chiennes présentaient
encore un grand nombre de ces cellules (de 10 par champs microscopique a une telle quantité
que les autres cellules sont masquées).Le fond du frottis est sale, contenant de grands amas de
débris cellulaires (Feldman & Nelson, 1996 ; Neveux, 1999).
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Figure 19 : Schéma typique de la modification des cellules épithéliales vaginales a la survenue
du metoestrus (Holst et Phemister 1974).

Figure 20 : Frottis de début de metcestrus grossissement 100 (cliché Alain Fontbonne, 1996).
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2.1.5.6 Durant le metcestrus moyen et tardif

A la suite des modifications majeures intervenues lors des premiers jours, la cytologie vaginale
ressemble a celle de I’ancestrus (Feldman & Nelson, 1996 ; Johnston et al. 2001).Les petites
cellules vaginales (parabasales et petites intermédiaires) sont prédominantes (figure 21).

Dans I’¢tude de M.A. Dore, elles représentent 83 + 11% des cellules contre 16.7 £ 11.8% pour
les grandes cellules intermédiaires et les cellules superficielles (Dore, 1978). Les cellules
parabasales apparaissent cuboidales et en colonne (Dore, 1978).

Le frottis est basophile.

Apres le pic de leucocytes précédemment observés, ces cellules continuent a étre présentes, mais
il a été remarqué qu’entre les jours 19 et 60 du metcestrus leur quantité diminuait.

Durant le reste du metcestrus, la présence des érythrocytes est rare et aléatoire (figure 21). Le
fond du frottis tend a devenir propre (Feldman & Nelson, 1996).

Figure 21 : Frottis de metcestrus grossissement 400 (cliché Alain Fontbonne, 1996).
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2.1.5.7 Durant I’ancestrus

Il s’agit d’un frottis paucicellulaire (Post, 1985 ; Concannon & Digregorio, 1987 ; Neveux,
1999). Les cellules parabasales et petites intermédiaires sont prédominantes (Roszel, 1977 ;
Olson et al. 1984 ; Post, 1985 ; Concannon & Digregorio, 1987 ; Guyant, 1988 ; Feldman &
Nelson, 1996 ; Neveux, 1999 ; Johnston et al. 2001) (figure 22). Les cellules intermédiaires
présentent des granules cytoplasmiques (Roszel, 1977).

Les cellules adherent a des amas ou des trainées de mucus (Concannon & Digregorio, 1987).

Les cellules superficielles, pliées, et les squames proviennent du cycle précédent (Concannon &
Digregorio, 1987). Le frottis est basophile mais est tres peu marqué tinctorialement (Concannon
& Digregorio, 1987).

Pendant I’ancestrus, la quantité de leucocytes est tres variable entre les individus. Cependant la
plupart des frottis présentent des PNN isolés. le fond du frottis est sale (Feldman & Nelson,
1996 ; Neveux, 1999). Les bactéries sont présentes (Olson et al. 1984 ; Guyant, 1988 ; Johnston
et al. 2001), mais en quantité bien inferieure aux autres phases du cycle (Baba et al. 1982).
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Figure 22 : Frottis d’ancestrus grossissement 100 (cliché Alain Fontbonne, 1996).




2.1.5.8 Durant la transition ancestrus — preestrus

Quinze jours avant le début du preestrus, le frottis jusqu’alors pauvre en cellules, voit la quantité
de cellules augmenter. Ce sont les cellules intermediaires (grandes et petites) qui voient leur

nombre croitre (Dore, 1978 ; Concannon & Digregorio, 1987).

2.1.6 Index cytologiques

Les index ont été établis pour décrire quantitativement les images cellulaires visualisées sur les
frottis et suivre plus précisément I'évolution du frottis au cours du cycle cestral. Ils sont
similaires a ceux utilisés pour la cytologie vaginale humaine.

2.1.6.1 Index éosinophile (IE)

L'IE est basé sur la réaction de coloration éosinophilique; cette derniere dépend du dép6t de
précurseurs de la kératine dans le cytoplasme des cellules issues des couches superficielles de
I'épithéelium vaginal. Chez la femme, cette réaction est limitée aux cellules les plus
superficielles; seules les cellules superficielles avec un noyau pycnotique ou les squames sont
compilées.

Cependant chez la chienne cette réaction se produit au sein des cellules se trouvant dans les
couches plus intermédiaires. Par conséquent les vraies cellules superficielles mais également les
cellules intermédiaires kératinisées sont prises en compte (Schutte, 1967).

Il s'agit du pourcentage de cellules réellement kératinisées (i.e. squames, cellules superficielles
nucléées et de grandes cellules intermédiaires kératinisées) par rapport a celles qui pourraient
I'étre mais ne le sont pas (i.e. grandes cellules intermédiaires polychromatophiles et basophiles).
Ne sont pas prises en compte les petites cellules intermediaires et les cellules parabasales
(Schutte, 1967 ; Taradach, 1980 ; Mialot, 1984 ; Post, 1985 ; Wright & Parry, 1989).

nombre de cellules acidophiles 0

L’IE est calculé par la relation suivante : |IE = -
nombre de cellules basophiles

2.1.6.1.1 Variations de I’'IE au cours du cycle eestral

a. Durant ’ancestrus
Le frottis est pauvre en cellules, la coloration est basophile. L’indice éosinophilique (IE) est
inférieur a 10% (Guerin & Fontbonne, 1997). Les cellules parabasales provenant de la membrane
basale de la muqueuse sont rondes, de petite taille et pourvues d’un noyau rond et volumineux
(Fontbonne, 2000). Les cellules intermédiaires, produites par la division cellulaire, sont plus
larges ; leur nombre augmente a I’approche du pro-cestrus. Les neutrophiles sont présents en

quantité faible a modérée. Les érythrocytes sont en général absents.




b. Durant le preestrus

En début de preestrus, le nombre de cellules augmente : les cellules parabasales disparaissent en
un a deux jours au profit des cellules intermédiaires basophiles, qui sont des cellules de grande
taille, polygonales et possédant un noyau proportionnellement plus petit. . L’IE est alors inférieur
ou égal a 30%. La kératinisation des cellules se traduit par un début de coloration acidophile du
frottis. Le frottis prend un aspect sale du fait de la présence de débris cellulaires et de mucus. En
milieu de pro-cestrus, le frottis est sale et riche en cellules : le nombre de cellules intermédiaires
non kératinisées diminue, celui de cellules superficielles a noyau pycnotique augmente (IE =
50%) (Guerin & Fontbonne, 1997).

En fin de preestrus, le frottis est assez propre, riche en cellules : les cellules sont surtout des
cellules superficielles kératinisées a aspect anguleux et corné, a noyau pycnotique ou anucléées
(IE supérieur ou égal a 70%).Les neutrophiles, présents en faible nombre au début, diminuent

progressivement et sont absents en fin de pro-cestrus (Guerin & Fontbonne, 1997).

Les érythrocytes sont nombreux durant toute cette période, traduisant les pertes vulvaires

hémorragiques ; ils peuvent étre lyses sur certains frottis (Guerin & Fontbonne, 1997).

C. Durant I’estrus
En début d’cestrus, la kératinisation est maximale ; 60 a 90% des cellules sont anguleuses et
prennent un aspect en feuille morte ou en pétale de mais ; elles possédent un noyau pycnotique
ou sont anucléées ; ces cellules dites superficielles ont tendance a se regrouper en amas : ce sont

des squames (IE supérieur ou égal a 80%).

Cet aspect en amas est caractéristique du frottis vaginal en période d’cestrus ; il persiste quatre a

cing jours, puis les cellules se dispersent (Guerin & Fontbonne, 1997).

Jusqu’a la fin de I’cestrus, les neutrophiles sont absents. Le fond du frottis est propre : les cellules
vaginales se détachent sur un fond limpide. Les érythrocytes peuvent étre absents, en faible

quantité ou nombreux : ils n’ont en fait aucune signification clinique (Guerin & Fontbonne,

1997).

En fin d’cestrus, le frottis est plus ou moins propre, riche en cellules ; la réapparition des cellules
intermédiaires puis parabasales (IE = 50%) coincide avec I’afflux massif des polynucléaires
neutrophiles et I’apparition de mucus et de débris cellulaires. Le changement d’aspect du frottis

s’installe en 12 & 24 heures (Fontbonne, 1996).




d. Durant le méteestrus
L’¢épithélium et la lamina propria sont envahis par des leucocytes polymorpho-nucléaires. En 24
a 48 heures, les cellules disparaissent et sont remplacées par de nombreuses cellules
intermédiaires puis parabasales, basophiles (IE inférieur ou égal a 20%).

Les cellules parabasales peuvent étre regroupées en amas en début de métcestrus uniquement.
Les débris cellulaires sont nombreux. Les neutrophiles affluent en nombre a la fin de I’cestrus,
puis leur nombre diminue lors du métcestrus mais ils sont toujours présents. Leur fonction étant
d’¢éliminer tous les débris cellulaires accumulés pendant les chaleurs, leur visualisation certifie

que la chienne n’est plus fécondable (Fontbonne, 1996).

2.1.6.1.2 Avantages et inconvénients I’index eosinophile
Méme si cet index est uniquement un marqueur de l’effet des estrogenes sur la muqueuse
vaginale, certains I’ont utilisé¢ pour prévoir la période optimale de fécondité.

En effet, sa valeur maximale est atteinte entre le 8éme et le 14éme jour du cycle cestral, ce qui
correspond a la période de I’cestrus. Schutte (1967) a constaté que plus de 90% des chiennes
accouplées lorsque I'lE était maximal étaient gestantes par la suite.

Si Pinterprétation des frottis chez la chienne, avec I'IE, facilite la détermination de I’cestrus
proprement dit, il est plus délicat de dater exactement le moment de 1’ovulation. En effet, les
valeurs de I'IE présentent un caractére individuel, difficilement généralisable (Taradach, 1980).
4eme

D’apres Schutte (1967) 89% des chiennes ont atteint ce pic au 1 jour du cycle, seules 43 %

des chiennes I’avaient atteint au 105M€ jour (le jour de I’apparition des pertes vulvaires étant le

premier jour du cycle). D’apres Taradach (1980), ce pic survient entre le g&Me ¢t 1o 12°M€ jour
du cycle. Par ailleurs, les valeurs au pic sont trés variables entre les individus. Selon 1’étude de
Schutte (1967) elles étaient comprises entre 56 et 100%, et selon celle de Taradach (1980) elles

étaient toujours supérieures a 75%.

Ce pic ne correspond pas au moment de I’ovulation mais au moment ou la kératinisation est
maximale (2 a 3 jours apres le pic d’estrogénes) (Mialot, 1984).

Le premier jour du metoestrus, I'IE chute de fagon marquée (d’au moins 10 & 20%) (Post, 1985;
Wright & Parry, 1989). Ceci correspond a la réapparition des grandes cellules intermédiaires.
Puis durant la suite du metoestrus et I’ancestrus, la valeur de 1’indice est basse, inféricure a moins

de 10% (Wright & Parry, 1989).
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2.1.6.2 Index caryopycnotique (ICP)

L’ICP se base sur la quantité en cellules superficielles présentant un noyau pycnotique. Cette
transformation nucléaire est une indication des effets des estrogénes sur la muqueuse vaginale
(Schutte, 1967).

I1 s’agit du pourcentage de cellules superficielles avec un noyau pycnotique par rapport a celles
dont le noyau est encore vésiculaire (Schutte, 1967 ; Post, 1985 ; Wright & Parry ,1989).

nombre de cellules superficielles a noyau pycnotique

ICP = x 100

nombre de cellules superficielles a noyau vesiculaire

2.1.6.2.1 Variation au cours du cycle cestral

C’est pendant I’cestrus que I'ICP connait son niveau le plus élevé. Cependant la valeur du
pourcentage releve au pic, ainsi que le jour de sa survenue varie énormément entre les individus
(Post, 1985 ; Wright & Parry, 1989). Il a méme été relevé des pics survenant durant le preestrus
(Schutte, 1967). A la survenue du metcestrus 'ICP chute brutalement, puis il devient basal

pendant la suite du metcestrus et I’ancestrus (Post, 1985).

2.1.6.2.2 Avantages et les inconvénients de L’index caryopycnotique (ICP)

Les avantages de I’ICP sont limités. Il varie globalement comme I'IE et peut étre un indicateur
de P’cestrus mais pas un moyen sir de détecter la période optimale d’accouplement (Schutte,
1967).Par ailleurs, cet index est assez difficile a déterminer sur un plan technique. L’architecture
du noyau doit étre examinée soigneusement. Un noyau en phase de pycnose se contracte, est
coloré de facon plus intense ; la morphologie nucléaire « normale » est plus difficile a discerner.
Une telle procédure appliquée a plusieurs dizaines de cellules d’une lame est trés longue

(Schutte, 1967).
2.1.6.3 Index superficiel (1S)

L’IS mesure la proportion entre les cellules des couches superficielles de 1’épithélium vaginal
(squames, cellules superficielles, grandes cellules intermédiaires) et aux cellules des couches plus
profondes (cellules parabasales et petites cellules intermédiaires) (Schutte ,1967 ; Post, 1985 ;
Wright & Parry, 1989).

nombre de cellules des couches superficielles
IS = P x 100

nombre de cellules des couches plus profondes




2.1.6.3.1 Variations au cours du cycle cestral

Les valeurs les plus élevées (plus de 70%) sont obtenues pendant la deuxieéme moitié du
preestrus. Elles restent importantes durant tout 1’cestrus, sans qu’un pic se produise. Une chute
caractéristique de I'IS se produit 24 a 48 heures aprés que I'lE ait atteint son pic (Schutte,
1967).

Pendant le metcestrus, si la chienne n’a pas ét¢ fécondée, I'IS ne montre des valeurs basales
(<10%) que jusqu’a 3 semaines apres le début de cette phase. Si la femelle est gestante 1’IS
devient inférieur a 10%, 4 a 5 jours apres le coit (Schutte, 1967). Pendant 1’ancestrus I’'IS est
quasiment nul. La plupart des chiennes présentent un IS plus élevé juste avant le début du
preestrus (Schutte, 1967).

2.1.6.3.2 Avantages et les inconvénients L’index superficiel (IS)

Le calcul de I'IS est assez rapide, car il tient compte de la morphologie cellulaire (Schutte,
1967).Comme il a été indiqué précédemment. Schutte (1967) a montré qu’il existait une
différence notable en début de metcestrus entre les femelles gestantes ou non. Cette donnée
semble peu exploitée lors du diagnostic de gestation. Il n’en est fait aucune mention dans la
littérature que nous avons compulsée. Puisque I’IS n’atteint jamais un pic défini et franc, sa
valeur pratique est réduite pour déterminer la période de fécondité maximale lors des suivis de
gestation (Schutte, 1967).

2.1.7 Interprétation et détermination de la phase du cycle sexuel

Le premier frottis vaginal est réalisé environ 5 jours apres le début des chaleurs. Ensuite, en
fonction du contenu cellulaire, le frottis vaginal sera répété tous les 2-3 jours : I’absence de
neutrophiles et une majorité de cellules épithéliales keératinisées, ainsi que la présence de

nombreuses bactéries, sont une indication de saillie sous 48 heures (Guerin et al. 1996).

Le frottis vaginal d’cestrus commence a étre obtenu sur des chiennes avant 1’ovulation et cet
aspect caractéristigue du frottis dépasse en durée les 48 heures optimales de la période
fécondante. Ainsi selon Guerin et al. (1996), un frottis vaginal typique d’cestrus peut étre observé
neuf jours avant la période féconde, et seulement 34,7% des chiennes de 1’étude avaient un frottis
vaginal typique durant moins de deux jours avant saillie ou insémination. Chez certaines races,
les images cellulaires obtenues ne sont jamais caractéristiques d’un cestrus. Dans d’autres races,
les images évoquant un frottis d’cestrus sont souvent obtenues tres précocement au cours des

chaleurs, alors que la chienne est loin d’étre préte (Fontbonne, 1996 ).




Pour Guerin et al. (1996), le premier jour d’cestrus présente un index éosinophilique de 20 a 50%
; 1l est supérieur a 50% le deuxieme jour ; lorsque cet index atteint 90%, I’insémination est

réalisée le jour méme.

Pour Hewitt & England (2000), le moment est optimal pour la saillie lorsque I’IE atteint 80%.
Selon eux, il y a généralement au cours des chaleurs deux pics de kératinisation, et les saillies

couronnées de succes tendent a se situer au second pic.

Selon Guerin et al. (1996 ), il est fréquent d’observer des chiennes fécondables dont le frottis
n’atteint pas un index €osinophilique maximum (souvent inférieur a 80%). Trente huit a 57% des
chiennes, selon que la limite d’IE soit fixée a 90 ou 95%, révelent un frottis non caractéristique
d’cestrus au moment de la saillie. Dans de tels cas, se fier au frottis peut étre une source d’erreurs
et d’échec de la saillie, il est ainsi nécessaire de coupler la réalisation de frottis a des dosages de

la progestéronemie réguliers.
2.1.8 Intéréts et limites de la cytologie vaginale

Les frottis vaginaux sont simples a réaliser et peu onéreux, ils permettent de suivre 1’évolution de

la kératinisation de 1’épithélium vaginal au cours des chaleurs en vue de la fécondation.

Leur interprétation est cependant parfois délicate, aussi doit-on les renouveler plusieurs fois au
cours d’une période de chaleurs, afin d’apprécier la vitesse d’évolution des changements Subis
par les cellules. Néanmoins, la cytologie apporte des indications importantes de facon
rétrospective (Holst & Phemister ,1974). En effet, un frottis isolé n’a, le plus souvent, que peu

d’intérét dans le suivi des chaleurs d’une lice.

Ainsi la lecture du frottis vaginal reste un caractére subjectif, et on observe souvent des
discordances entre I’image du frottis vaginal et le stade réel du cycle de la chienne . En outre,
I’indice éosinophilique est souvent inférieur a 80% au moment optimum de fécondation, et
certaines chiennes présentent une kératinisation précoce une semaine avant la date de la saillie
(Guerin et al. 1996).

Enfin, dans certaines races, les frottis vaginaux sont systématiqguement discordants avec le dosage
de progestéronémie. Les frottis vaginaux présentent donc certains pieges qu’il faut savoir éviter

et interpréter en fonction de la clinique.

Selon (Guerin et al. (1996), les frottis vaginaux sont de bons indicateurs du déroulement des

chaleurs, mais sont insuffisants pour la détermination de la période ovulatoire.




De méme Van Haaften et al. (1989) rappellent que I'index éosinophilique permet de bien
détecter 1’cestrus, mais pas 1’ovulation. L’utilisation des frottis vaginaux doit donc toujours se

faire parallelement aux dosages de progestérone (Wright, 1990).

En effet, ’apparition du premier frottis de métcestrus permet de dire que 1’on se situe 5 jours
apres ovulation (Phemister et al. 1973). De plus, England & Concannon (2002) rapporte que
I'insémination doit étre réalisée, idéalement, entre 2 et 4 jours avant l'apparition du frottis de

metcestrus.
2.2 Dosages Hormonaux

Ils sont beaucoup plus précis et plus fiables que la cytologie vaginale pour déterminer le moment
de I’ovulation. Ainsi, ’ovulation aurait lieu 24 a 96 heures apres le pic de LH, la maturation des
ovocytes se ferait en 48-72 heures et ceux-ci resteraient fertiles pendant 24 heures (Badinand,
1993).

2.2.1 Dosage de I’eestradiol

L'eestradiol est sécrété par les follicules ovariens en croissance, il augmente d’un niveau basal en
début de pro-cestrus jusqu’a atteindre un pic atteignant des valeurs allant de 90 a 353 pmol/ en fin
de pro-cestrus, environ 1 ou 2 jours avant, le méme jour, voire juste apres le pic de LH (Onclin et
al. 2002 ; De Gier et al. 2006).L’ovulation a donc lieu environ 2 a 4 jours apres le pic
d'eestradiol.

L’cestradiol augmente depuis un niveau de base (10 a 20 pg/ml) jusqu’a 50 a 100 pg/ml durant le
pro-cestrus (Guerin ,1998). Le maximum est atteint 1 a 2 jours avant le pic de LH selon Guérin
(1998), mais d’aprés I’étude de De Gier et al. (2006) le pic d’cestradiol peut coincider avec celui
de LH (3 chiennes) ou peut apparaitre 4 a 16 heures avant comme 4 heures apres (1chienne). Puis
le taux chute rapidement pour atteindre des valeurs indétectables 80 heures aprés la décharge
ovulante (De Gier et al. 2006).

Cette méthode suppose de détecter avec précision le pic d’cestrogéne et d’en déduire ainsi le pic
de LH puis la date de I’ovulation. Or I’importance du pic d’cestrogénes peut varier d’une chienne
a l'autre, et la réalisation de dosages quotidiens est laborieuse et pratiquement infaisable en
pratique. De plus, le frottis vaginal, plus simple a réaliser et souvent plus facile a interpréter pour
un praticien, offre une image assez fidele de la maturation folliculaire (Fontbonne et al. 2000).
Ce dosage n’est donc pas utilisé en pratique.

2.2.2 Dosage de LH

Puisque le pic de LH induit la rupture des follicules pré-ovulatoire, 48h plus tard, le dosage de
cette hormone semble étre I’examen complémentaire de choix pour détecter 1’ovulation.

Contrairement a d’autres especes, le pic de LH est long puisqu’il dure en moyenne 3,3 jours.




Selon Fontbonne et al. (2000).. 36 +/- 5 heures d’aprés I’étude de De Gier et al. (2006). Le
niveau de base de cette hormone est de I’ordre de 1,4 +/- 0,1 ng/ml, le pic qui est net varie de 7,5
a 45 ng/ml (Guerin ,1998). Dans I’étude de De Gier et al. (2006), la concentration plasmatique
moyenne de LH est de 18,7 +/- 5,8 ng/ml.

De plus, plusieurs auteurs s'accordent a dire que pour ne pas manquer le pic de LH, il faut
réaliser ces dosages au moins deux fois par jour car la durée du pic en lui-méme est courte.
Fontbonne (2008) détecte le pic de LH par RIA dans seulement 73,6% des cas en réalisant 2 & 3
prises de sang par jour.

Enfin, certaines études ont montré que le pic de H était parfois biphasique et qu'il ne fallait donc
pas prendre en compte le premier pic (Jeffcoate & Lindsay, 1989) . Le niveau basal de LH est de
1,4 £ 0,1 ng/mL d'aprés Concannon et al. (1975) et Wildt et al. (1979).

Le dosage est réalisable par 1’emploi de méthodes radio-immunologiques ou immuno
enzymatiques (Reprokit®, Sanofi). En pratique, seul le dosage EIA est utilisable. La LH
plasmatique est mise en évidence par un systéme d’anticorps et un couplage a la peroxydase.
L’intensité colorée obtenue est proportionnelle a la concentration de I’hormone. Le jour du pic de
LH, on obtient une forte coloration, facilement détectée a I’ceil nu. En dehors du pic, la coloration
est insignifiante. En pratique, il faut effectuer des prélevements sanguins quotidiens (voire deux
ou trois prélevements par jour), comparer les intensités colorées obtenues avec des prélevements
successifs et s’assurer de la fin du pic par un retour au niveau de base (absence de coloration). Le
moment du pic de LH correspond au jour du prélevement donnant la plus forte coloration
(Guerin ,1998).

C’est une méthode fiable et précise, seulement les kits de dosages sont indisponibles dans de
nombreux pays, nécessitant de recourir a des dosages radio-immunologiques longs et colteux. Il
existe un kit ELISA disponible (Status-LH, Synbiotics Corps, San Diego, CA) qui donne de bons
résultats mais celui-ci nécessite également des dosages quotidiens ce qui est peu réalisable en
pratique (Goodman, 2001).

Il existe également depuis peu chez Synbiotics Europe, le WITNESS® LH qui est un test semi-
quantitatif de réalisation simple fondé sur la technique d’Tmmuno-Migration Rapide (R.I.M.). Ce
dernier doit étre utilisé conjointement avec un dosage de la progestérone plasmatique afin
d’identifier ’augmentation de LH pré-ovulatoire, et ainsi la période d’ovulation. (Dictionnaire

des médicaments vétérinaires 2007).




Tableau 5: Valeurs du pic de LH selon les auteurs

Noms de(s) auteurs Valeur de LH (en ng/mL)
Fontbonne (2008) 4,85+1,96
Badinand (1993) 6,9214,8
Concannon (1977) 7,310
Wildt (1978) 8450
Guérin (1997) 10422
Wallace (1992) 14,68 2 13,99
Nishiyama (1999) 15,77 + 7,66
De Gier (2006) 18,7+5,8
Mellin (1976) 25,3
Hayer (1993) 25,7+26,5
Phemister (1973) 29,1+0,8

Nous pouvons constater que les valeurs du pic de LH varient beaucoup d'une étude a l'autre et
méme au sein d'une méme étude avec des écarts-types trés importants (tableau 5).

Toutefois, pour dater I'ovulation, ce n'est pas la valeur du pic qui nous intéresse mais le moment
d'apparition de ce pic. Ainsi en suivant I'évolution de la concentration en LH au cours du cycle,
il semble possible de dater le jour d'apparition du pic de LH.

Certaines études ont testé la fiabilité d'un test immuno-enzymatique par rapport a la méthode
RIA. Celles-ci ont montré que les résultats étaient trés similaires entre les deux méthodes et que
le test immuno-enzymatique pouvait étre utilisé pour détecter le pic de LH (Nishiyama et al.
1999 ; Kutzler et al. 2003).

2.2.3 Dosage de la progesterone plasmatique

L’une des grandes caractéristiques du cycle de la chienne est la lutéinisation des follicules pré-
ovulatoires. En effet, le taux de progestérone plasmatique commence a s’élever rapidement,
depuis des valeurs basales, deux jours avant I’ovulation, au moment du pic de LH (figure 23).
Cette augmentation rapide est distincte et détectable par une série de dosages du taux de
progestérone plasmatique. Ceci permet d’anticiper I’ovulation sur un a deux jours. Si on continue

ces mesures, ’ovulation peut étre confirmée et la période de fécondation détectée (Baron, 2006).
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Figure 23 : Correspondance entre le pic de LH et le début de I’augmentation du taux de

Progestérone (Baron, 2006)

2.2.3.1 Evolution de la progestéronémie au cours du cycle
a. Jusqu’au milieu du pro-cestrus :
P4 basale se situe entre <0,2 ng/ml et 0,3-0,6 ng/ml selon Concannon (2005), entre 0 et 1

ng/ml selon Goodman (2001).
b. En fin de pro-cestrus :

Pendant les 140 a 40 heures précédant le pic de LH, la progestéronémie plasmatique moyenne est

de 2,2 +/- 1,0 ng/ml selon une étude effectuée par De Gier et al. (2006).

Pendant les premieres 12-24 heures du pic de LH, P4 passe rapidement de 0,3-0,6 ng/ml a 0,9-3,0

ng/ml selon Concannon (2005).

La valeur de P4 indiquant la décharge pré-ovulatoire de LH est supérieure a 1 ng/ml selon
Arbeiter et al. (1), comprise entre 2,0 et 3,0 ng/ml selon Romagnoli (2006) et est égale a 2,02 +/-
0,18 ng/ml selon Kutzler et al. (2003) (figure 23).

Le taux plasmatique de cette hormone passe de moins de 1 ng/mL (valeur de base de 0,5 ng/mL




selon les études de Guerin et al. (1996) et Hewitt & England (2000), lors de I’ancestrus a une

valeur comprise entre 1 et 2 ng/mL & la fin du pro-cestrus (Hewitt & England ,2000).

C. Entre le pic de LH (JO) et ’ovulation (J2)
P4 est variable mais augmente entre 2 et 5 ng/ml (Concannon, 2005). Puis le taux se situe entre
2 et 4 ng/mL approximativement 2 jours avant I’ovulation, soit au moment du pic de LH (Hewitt
& England ,2000). Selon Guerin (1998), ce taux est a environ 1 ng/mL au pic de LH et selon
Fontbonne (1993), entre 1 et 2,5 ng/mL.

d. Au moment de I’ovulation
Selon Arbeiter et al. (1991) et Fontbonne et al. (2000), I’expulsion des ovocytes s’est produite
lorsque le taux circulant de progestérone dépasse 5 a 10 ng/ml. Cette valeur se situe entre 4,0 et
10,0 ng/ml selon Romagnoli (2006), entre 1,0 et 8,0 ng/ml selon Goodman (2001).
Récemment, Marseloo et al (2004). ont montré sur 35 chiennes de races différentes que le taux
de progestérone plasmatique au moment de I’ovulation est a peu pres constant : 6,25 +/- 1,55
ng/ml.
Au moment de ’ovulation, le taux de progestérone plasmatique s’éléve de maniere significative,
de 4 a 10 ng/mL selon Fontbonne (1993), de 5 a 10 ng/mL selon Hewitt et England (2000), de 3 a
8 ng/mL avec une médiane de 5,4 ng/mL selon Wright (1991), seuls Hase et al. (2002) donnent
des taux de progestérone au moment de 1’ovulation qui sont plus bas : 1,88 a 2,81 ng/mL, avec
une moyenne de 2,34 ng/mL.
En 1996, Silva et al. (1996) considérent que I’ovulation survient entre 2 et 4 jours aprés le pic de
LH, soit entre 12,6 +/- 6,2 nmol/L (ou 4,2 +/- 2,1 ng/mL) et 32,1 +/- 10,9 nmol/L (ou 10,7 +/-
3,6 ng/mL). Enfin tout récemment, Marseloo et al. (2004) ont montré sur 35 chiennes de races
différentes que le taux de progestérone plasmatique au moment de I’ovulation est a peu pres
constant : 6,25 +/- 1,55 ng/mL. Toutes ces valeurs sont donc bien concordantes.
On peut considérer que ’ovulation a bien eu lieu lorsque la valeur seuil maximale a été dépassée,
ou lorsque la concentration de progestérone plasmatique atteint 5,44 +/- 0,93 ng/mL par la
technique de radio-immunoassay, 4,9 +/- 1,0 ng/mL par le kit de progestérone ELISA selon
Bouchard et al (1993).

e. Aprés ovulation
Apres I’ovulation, le taux de progestérone continue d’augmenter. Une valeur de 15 ng/mLsemble
suffisante pour maintenir une gestation, mais le taux plasmatique de progestérone s’éleve
généralement au-dela de 50 a 80 ng/mL en un délai variant entre 4 et 20 jours selon les chiennes

et les auteurs (Fontbonne, 1993).




f. Deux jours aprés ’ovulation (J4)
La P4 se situe entre 3 et 8 ng/ml selon Concannon (2005) , entre 10 et 25 ng/ml selon
Romagnoli (2006).

g. A J6 apreés I’ovulation
La P4 se situe entre 6 et 12 ng/ml selon Concannon (11), alors que selon Goodman (37) la
valeur de la progestéronémie en fin de période fertile varie entre 4,0 et 20,0 ng/ml.

h. De 15 a 30 jours apreés la libération de LH
P4 est comprise entre 15 et 90 ng/ml (Chaffaux & Bosse, 1997).

i. Durant le dernier tiers de la gestation
la progestéronémie est comprise entre 4 et 16 ng/ml( Chaffaux & Bosse, 1997).
Selon Guerin (1997) , le profil général de la courbe est constant pour 83% des chiennes. De plus,
au vu des resultats similaires obtenus dans les différentes études, la progestéronémie est un
témoin fiable de I’ovulation.
Ces conclusions sont confirmées par Wright (1990), qui montre D'intérét du dosage de
progestérone, méme s’il affirme que chez certaines chiennes, 1’estimation du pic de LH a partir
du taux de progestérone peut ne pas donner une bonne estimation du moment de I’ovulation. Il
rappelle le cas d’une chienne (1 cas sur 11) pour laquelle les taux de progestérone (2 a 4 ng/mL)
indiquaient le pic de LH six jours avant qu’ils n’indiquent I’ovulation (5,5 ng/mL) .

2.2.3.2 Réalisation pratique

Les prélevements sanguins sont réalisés tous les deux a trois jours. On préléve du sang a la
jugulaire, sur tube hépariné. Le sang est ensuite centrifugé.
Plusieurs méthodes ont été mises au point pour mesurer le taux de progestérone plasmatique:

a) Des kits quantitatifs utilisant un test ELISA peuvent étre utilisés chez la chienne. Deux
exemples sont le kit OVUCHECK ND et le kit DROPPER PROGESTERONE TEST
PROCEDURE ND. Ces kits permettent des mesures au-dela des valeurs témoins, avec
une fiabilité excellente, mais nécessitent un appareil de lecture optique
(spectrophotomeétre) pour lequel il faut comparer les valeurs avec celles d’un laboratoire
de référence, afin de bien interpréter les résultats. Bien qu’assez simples d’utilisation, le
temps requis pour la procédure (une heure minimum) et I’équipement nécessaire rendent
cette technique peu abordable pour les vétérinaires praticiens réalisant peu de suivis de
chaleurs (Hewitt & England, 2000)




b) Des kits de tests ELISA semi-quantitatifs ont été développés (kit PREMATE ND,
Vétoquinol et, kit OVULATION TEST ND, BVT), produisant un changement de couleur
lors du passage d’une progestéronémie basse a une progestéronémie élevée (Hewitt &
England, 2000) .

L’échantillon a doser est comparé a deux standards :un témoin A, rose foncé, correspondant au
début de I’augmentation du taux de progestérone (environ 3 ng/mL, moment du pic de LH) (
Hewitt & England, 2000).

un témoin B, rose pale, correspondant a la valeur supérieure du moment de I’ovulation (10

ng/mL) (Hewitt & England, 2000).

Lorsque I’échantillon est :

> plus foncé ou aussi foncé que A (P4 < 3 ng /ml) : phase pré-ovulatoire

> plus clair que A et plus foncé que B (P4 entre 3 et 10 ng/ml) : I’cestrus a probablement
commencé

> plus clair que le ttmoin B (P4 > 10ng/ml): phase post-ovulatoire
L’utilisation de tels kits par les vétérinaires praticiens a entrainé une augmentation significative
des taux de gestation des chiennes suivies en cliniques vétérinaires. Un autre avantage de ces
kits semi- quantitatifs par rapport aux Kits quantitatifs ELISA est leur codt bien plus abordable.
Ces tests sont donc trés utiles en pratique courante et représentent une bonne alternative entre
les autres méthodes (Hewitt & England, 2000).
La progestérone peut étre dosée par deux autres types de tests. Des tests radio-immunologiques
(RIA) : On considére que ’ovulation se situe a une valeur d’environ 5 ng/ml, alors que par la
méthode immuno-enzymatique cette valeur est de 10 ng/ml (Guerin, 1998). Des tests par
électrochimiluminescence (CLIA) offrent également une grande précision et les valeurs
obtenues peuvent étre corrélées a celles obtenues par RIA. La CLIA présente comme avantage
de pouvoir faire des dosages en continu permettant un turnover rapide alors que les isotopes

utilisés lors de RIA ne le permettent pas (Kutzler et al. 2003).

En pratique, en raison du co(t des dosages de la progestérone plasmatique, on couple ces dosages
avec la réalisation de frottis vaginaux. Ainsi, on utilise les dosages de progestérone a bon escient
et il est inutile de débuter les dosages tant que la chienne est toujours en pro-cestrus, a moins que
’on ait des doutes ou des difficultés a interpréter les autres tests (chienne présentant des chaleurs
atypiques- ne perdant pas de sang a la commissure vulvaire- refusant systématiquement
’accouplement a toute période- montrant une kératinisation trés précoce des frottis vaginaux bien
avant ’ovulation ou au contraire une évolution incompléte de ces mémes frottis qui n’atteignent

jamais un aspect caractéristique de frottis d’cestrus).




La valeur de la progestéronémie est un bon critére pour déterminer la date de ’ovulation. L.’étude
effectuée par Marseloo et al. (2004) montre qu’il y a une bonne corrélation entre la valeur de la
progestéronémie et les observations faites sur les ovaires. Cependant il est nécessaire d’effectuer
des mesures en série car une seule valeur ne peut pas nous permettre de faire la relation avec une
phase du cycle en particulier. Selon England & Concannon (2002), si la montée initiale de la
progestéronémie indiquant le pic de LH est progressive les prélevements peuvent étre effectués
tous les 2 ou 3 jours, néanmoins ils ajoutent que plus les préléevements sont espacés moins
I’estimation des périodes du pic de LH, d’ovulation et de fécondabilité sera précise. Dans le cas
d’inséminations artificielles par exemple, England & Concannon (2002) conseillent donc des
prélevements quotidiens afin de pouvoir détecter le pic de LH et I’ovulation. Ainsi les A peuvent
étre planifiées 4 a 6 jours aprés ’obtention d’une progestéronémie supérieure a 2,0 ng/ml,

concentration obtenue lors du pic de LH ou juste apres (England & Concannon, 2002).

Selon une étude sur les relations temporelles entre les différentes hormones intervenant au cours
du cycle sexuelle de la chienne effectuée par De Gier et al.(2006) sur 6 Beagles, 3 chiennes ont
présenté une montee de la progestéronémie 12 a 4 heures avant le pic de LH et 2 chiennes ont
présenté une augmentation concomitante a celui-ci. On peut donc en déduire que la montée
brutale du taux de progestérone est un bon indicateur du pic de LH et nous permet donc
d’anticiper la date d’ovulation. Cependant, dans cette méme étude, la progestéronémie d’une
chienne n’a commenceé a s’élever que 20 heures apres la décharge ovulante de LH, ce qui montre
qu’il existe des variations entre les chiennes et que le moyen le plus précis de déterminer le pic

de LH reste le dosage de cette hormone (Goodman, 2001).

Les dosages de progestérone ne permettent pas de déterminer la fin de la période de fécondabilité
; dans ce cas, le frottis vaginal est beaucoup plus utile car il peut montrer des signes avant-
coureurs de méteestrus indiquant que la chienne n’est plus fécondable.

La période optimale de fécondité survenant de nombreuses heures aprés I’ovulation, il peut étre
intéressant de poursuivre le suivi de 1’évolution de la progestérone au-dela de 10 ng/ml ; en
pratique, en raison de la survie assez longue des spermatozoides dans les voies génitales
femelles, le premier accouplement peut se produire lorsque le dosage indique des valeurs
supérieures a 15-20 ng/mL, puis étre renouvelé 48 heures apres (Guerin et al. 1996 ; Fontbonne,
1993).




En routine, on réalisera donc de deux a quatre dosages de progestérone par suivi de chaleurs
(Guerin, 1997).Ainsi, les dosages de progestérone, du fait de la précision qu’ils représentent,
permettent au vétérinaire réalisant des suivis de cycles d’améliorer ses résultats (meilleur taux de
réussite en insémination, amélioration de la prolificité du fait d’accouplements réalisés a un
moment plus optimal) (Van Haaften et al. 1989).

Ces dosages sont essentiels lors :

e d’insémination artificielle avec de la semence fraiche, en cas de comportement anormal
des lices (agressivité) ou des étalons (saillies intempestives).

e d’insémination artificielle avec de la semence diluée, réfrigérée ou congelée, qui survit
moins longtemps dans les voies génitales de la chienne et nécessite d’étre inséminée au
meilleur moment.

e de la reproduction de races ou la cesarienne est quasi-inévitable, afin de prévoir la date
d’intervention.

e de chaleurs silencieuses ou discrétes.

e d’anomalies du cycle : chiennes ayant ét¢ mises a la saillie a des dates traditionnelles et
ne remplissant pas (40% des chiennes n’ovulent pas dans la fourchette habituelle de 10-
15 jours) (Van Haaften et al. 1989)

2.3 Echographie ovarienne
2. 3.1 Technique

Cette méthode permet de visualiser I’évolution de 1’aspect des ovaires au cours du cycle cestral.
Pour realiser cet examen, il est recommandé d’utilisé des sondes linéaires ou curvilinéaires a
haute fréquence (8 a 10 MHz) (Concannon, 2001).

La voie d’abord utilisée est la voie abdominale, la sonde étant placée au niveau du flanc soit en
décubitus dorso-latéral soit debout lorsque la visualisation des images est trop difficile. L'ovaire
se situe au pdle caudal du rein, au niveau de la 5éme vertebre lombaire (Concannon, 2001).
L’aspect des ovaires varie au cours du cycle, permettant ainsi de distinguer les différentes
phases du cycle (Concannon, 2001).

Les sondes échographiques recommandées sont de haute fréquence, linéaires ou linéaires
courbes, entre 8 et 10 MHz, car elles permettent de détecter des modifications plus discrétes de
la structure ovarienne (England et al. 2003).

La chienne doit étre debout ou couchée en décubitus dorsolatéral droit ou gauche afin
d’examiner respectivement I’ovaire droit puis le gauche. Il n’est pas nécessaire de tondre au

préalable I’abdomen de la chienne, une bonne couche de gel échographique suffit (England et




al. 2003).

Les ovaires se situent a ’arriére et latéralement aux reins, en avant du 3éme ou 4éme processus
lombaire. Tout comme le rein droit par rapport au gauche, ’ovaire droit est plus cranial que
I’ovaire controlatéral. On commence en général ’examen par 1’ovaire gauche car il est plus
facile a trouver (England et al. 2003).

2.3.2 Observations

Les ovaires sont difficilement visualisable car ils sont petits et entourés d’une bourse ovarique
plus ou moins chargée en tissu adipeux selon I’age de la chienne. De plus, leur localisation est
assez superficielle (England et al. 2003).

2. 3.2.1 Pendant Pancestrus

Lors de cette phase, la visualisation des ovaires est difficile. En effet a ce stade, les ovaires ont
une échogénicité semblable a celle des structures avoisinantes et les structures folliculaires sont
de petite taille, souvent inférieures a 1 mm (Concannon 2001).

Les ovaires sont petits et peu visibles. Ils ont une échogénicité homogene similaire a celle du
cortex rénal. Cependant en fin d’ancestrus, a 30 jours ou plus du début du pro-cestrus, les ovaires
hypoéchogenes tendent a s’accroitre et de petites cavités folliculaires d’un a deux millimétres de

diametre peuvent étre détectées (England et al. 2003).
2.3.2.2 Pendant le preestrus

En début de preestrus les ovaires ont un aspect similaire a celui observé en ancestrus. Puis ils
deviennent plus visibles et hétérogenes. lls contiennent de nombreux petits follicules sphériques
anéchogénes entourés d’une paroi fine de moins d’un millimétre d’épaisseur. La taille de ces
follicules augmente pendant le pro-cestrus, elle passe d’environ deux a trois millimétres de
diametre en début et milieu de preestrus a un peu pres cinq millimétres de diametre en fin de pro-

cestrus (England & Concannon, 2002).

Le développement folliculaire commence lors du preestrus, et se termine lors de 1’ovulation. Les
follicules, d’abord remplis d’un liquide anéchogeéne, se transforment en des corps jaunes
hypoéchogénes sécrétant des taux élevés de progestérone. L’évaluation échographique de la
maturation folliculaire a été bien étudiée. Les kystes folliculaires pré-ovulatoires, anéchogenes,
sont identifiés du 2°™ au 7°™ jour du pro-cestrus, en moyenne (Wallace et al. 1992).

De nombreuses petites cavités anéchogénes sont ainsi repérées, elles grossissent,
progressivement jusqu’a I’ovulation. Les plus grands follicules se distinguent par une paroi claire

distincte du liquide central anéchogéne. La taille de ces follicules peut aller d’une taille




microscopique a plus de 1 cm lorsque I’ovulation approche. La surface des ovaires peut étre
irréguliére, grumeleuse. Lorsque les follicules grossissent, la taille des ovaires augmente
également et ils deviennent plus faciles a visualiser (Wallace et al. 1992).

2.3.2.3 Période péri-ovulatoire

Pendant le pro-cestrus, les ovaires sont plus facilement visualisables et ils occupent une position
caudo-ventrale par rapport aux reins. Les follicules ovariens apparaissent comme de petites
structures sphériques anéchogenes entourés d'une paroi fine inférieure a 1 mm (Levy &
Fontbonne, 2007). Dans les jours précédant 1’ovulation, leur diamétre augmente réguliérement et
leur paroi s’épaissit et devient hyperéchogéne par rapport au stroma ovarien. Cela correspondrait
a la lutéinisation pré- ovulatoire des follicules (figure 24).Leur taille varie de 6 a 9 mm de
diamétre selon la race (Fontbonne & Malandain, 2006). L'augmentation de taille des follicules

pré-ovulatoires est corrélée a l'augmentation de sécrétion des cestrogenes (Hayer et al. 1993).

Figures 24 : Aspect échographique des ovaires en période pré-ovulatoire
(Fontbonne & Malandain, 2006).
Le jour de lovulation, lorsque l'on peut observer une disparition brutale des images
folliculaires, ’ovaire présente une structure d’échogénicité homogene et peut ainsi étre difficile

a visualiser (figure 25).
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Figure 25 : « collapsus folliculaire » au moment de l'ovulation

(Fontbonne & Malandain, 2006).

En période pré-ovulatoire, les follicules atteignent une taille d’environ six a neuf millimétres
(Mellin et al. 1976), leur paroi est plus epaisse, environ un millimetre. Ces follicules étant

volumineux et nombreux, ils tendent a s’aplatir.

Pendant I’cestrus chez la chienne, ’ovulation peut étre détectée lorsque le nombre et la taille des
follicules décroit d’un jour a I’autre (Wallace et al. 1992). Méme si au moins un grand follicule
demeure sur un ovaire sur la plupart des chiens (7 sur 10), plusieurs chiens (3 sur 10) ne
montraient pas de follicule sur aucun des ovaires le jour de I’ovulation. Dans une autre étude,
I’aspect anéchogene des ovaires (follicules) se transforme de fagon spectaculaire en un mélange
d’hypoéchogénicité et d’hyperéchogénicité entre les jours 2 et 4 post pic de LH (Hayer et al.
1993).

Aprés le 6°™ jour suivant le pic de LH, les ovaires sont hypoéchogénes du fait de la présence du
corps jaune. Les ovaires changent de forme : ils sont plus bombés et sont fréqguemment
multilobés. Des structures Kkystiques anéchogenes peuvent toujours étre observées, elles sont
indiscernables des follicules ; leur nombre et leur taille sont réduits. Chez la plupart des chiens,
ces structures anéchogenes grossissent progressivement, puis décroissent et/ou deviennent plus

échogénes (Hayer et al. 1993).




Ainsi I’ovulation se traduit par:

Une diminution du nombre de follicules anéchogenes ou leur disparition. Selon une étude
effectuée a TENVA par Marseloo et al. (2004), 45,9% des chiennes (22/48) ont présentée une
ovulation incompléte et 37,5% (18/48) une disparition compléte des cavités folliculaires.

Un remplacement des structures anéchogénes par d’autres hypoéchogénes plus petites a

contours flous. Selon la méme étude que précédemment, ce phénomene s’est produit chez

58,3% des chiennes (Marseloo et al. 2004).

L’apparition de liquide entre I’ovaire et la bourse ovarique. Ce liquide serait du liquide intra-
folliculaire accumulé lors de I’ovulation. Ce phénoméne est observable dans les heures qui
suivent 1’ovulation et concerne 39,6% des chiennes de 1’étude évoquées précédemment

(Marseloo et al. 2004).

Le changement d’échogénicité observé au sein des ovaires au moment de I’ovulation est dii soit a
un collapsus folliculaire, soit & une accumulation de sang dans les cavités folliculaires, soit a une

prolifération précoce du tissu lutéal dans ces mémes cavites (England & Concannon ,2002).

Cette apparente échogeénicité ne dure que 24 a 48h, car les corps jaunes deviennent rapidement
cavitaires. Ces cavités se remplissent d’un fluide qui leur donne un aspect hypoéchogeéne. A ce
stade, ces jeunes corps jaunes peuvent étre confondus avec des follicules pré-ovulatoires
(England & Concannon ,2002).

Bien que la paroi du corps jaune soit plus épaisse il est trés difficiles voire impossible pour un
manipulateur inexpérimenté de faire la différence si d’autre échographie n’ont pas été réalisées
antérieurement (England & Concannon ,2002).
Fontbonne & Malandain (2006) constate que plusieurs difficultés apparaissent pour détecter
l'ovulation:
e dans certains cas, on n'observe pas de disparition brutale des cavités folliculaires
(« collapsus folliculaire ») (Wallace et al. 1992 ; Hayer et al .1993 ; England & Yeager,
1993)
e dans plus de la moitié des cas, de petites structures hypoéchogénes persistent au moment
de l'ovulation. Celles-ci étant plus petites et plus irrégulieres que les follicules pré-

ovulatoires




e dans 45,9 % des cas, des follicules non-ovulés persistent jusqu'a 3 jours apres I'ovulation
(figure 26). Il est donc important de ne pas attendre que tous les follicules ovulent pour
dater le jour de l'ovulation (Wallace etal. 1992 ; Silva et al. 1996).

Figure 26 : Aspect échographique des ovaires au moment de I'ovulation : persistance de
structures hypoéchogénes juste apres ovulation (Fontbonne & Malandain, 2006).

Aprés l'ovulation, les images folliculaires sont remplacées par des images hypoéchogenes
caractéristiques de corps jaunes (figure 27), paroi plus épaisse que celle des follicules avec une
zone anéchogene plus petite que celle des follicules qui se comble au cours de la maturation du
corps jaune (Boyd et al. 1993 ; Renton & Boyd ,1992).

Des aires multifocales, anéchogénes, hypoéchogenes ou méme hyperéchogenes sont présentes en
début de métcestrus, représentant le corps jaune, ou peut-étre le corps hémorragique (hayer et al.
1993).




Figure 27 : Aspect échographique des ovaires apres ovulation
(Fontbonne & Malandain, 2006).
On peut observer, dans certains cas, dans les heures qui suivent I'ovulation, une accumulation de
liquide entre l'ovaire et la bourse ovarique (figure 28) qui correspondrait au liquide intra-

folliculaire accumulé aprés expulsion de l'ovocyte lors de I'ovulation (Fontbonne & Malandain,
2006 ; Eker & Salmanoglu , 2006) .

Figure 28 : Aspect échographique des ovaires apres ovulation : accumulation de liquide entre
l'ovaire et la bourse ovarique (Fontbonne & Malandain, 2006).




2.3.3 Intéréts et limites

L’échographie ovarienne constitue une méthode précise de détection de ’ovulation. Les études
de Marseloo et al. (2004) ont démontré qu’elle permettait d’améliorer de plus de 10% le
moment précis de ’ovulation par rapport au seul dosage de la progestérone. Ainsi sur 48
chiennes de 36 races différentes, le jour de ’ovulation a été déterminé de fagon nette chez 44
d’entre elles soit 91,7%.

C’est une méthode non invasive, mais qui requiert une certaine expérience car les ovaires sont
difficiles a visualiser. De plus chez certaines chiennes I’obtention d’images de bonne qualité est
rendue difficile soit du fait de leur format (races géantes), soit du fait de leur physionomie
(obésité), soit du fait de leur épaisseur de peau (ex. Chow Chow et Sharpei) (Marseloo et al.
(2004).

Il existe cependant un désaccord entre les différents auteurs concernant la possibilité de détecter
avec précision ’ovulation a I’aide de 1’échographie, car les follicules ne s’affaissent pas apres
I’ovulation chez la chienne (England & Allen, 1989).

La détection échographique de I’ovulation chez la chienne nécessite des examens journaliers,
avec un appareil trés performant, pour pouvoir identifier les changements d’aspect des ovaires.
La corrélation avec d’autres méthodes telles que les frottis vaginaux ou les dosages de

progestérone peut étre trés utile (Nyland & Mattoon ,2002).

Il peut parfois étre difficile de différencier les follicules pré-ovulatoires et les jeunes corps jaunes
(Hayer et al. 1993 ; England et al. 2003). Ainsi il apparait nécessaire d'effectuer un examen
échographique quotidien pour ne pas manquer la transition entre les follicules pré-ovulatoires et
les jeunes corps jaunes (England & Yeager, 1993 ; Silva et al.1996 ; Fontbonne & Malandain ,
2006) .

Dans son étude, Fontbonne & Malandain, (2006) démontre que I'examen échographique des
ovaires augmente de seulement 10% la précision de détection de l'ovulation par rapport au
dosage de la progestérone. Dans cette étude, l'ovulation était détectée dans 93,7% des cas grace
a I'examen échographique et durait moins de 24h. Il estime que la détection de l'ovulation peut
étre réalisée avec un échographe de qualité standard, en effectuant un examen quotidien, pour
les chiennes de poids inférieur a 25kg. En revanche, pour les plus grands gabarits ou pour les

chiennes obeses, il semble nécessaire d'utiliser un échographe de qualité supérieure.




Ainsi selon Silva et al. (1996) et England & Yeager (1993), ’ovulation ne peut étre détectée par
échographie, car les ovaires ont un aspect hétérogene similaire avant et aprés ovulation. D’aprés
Hayer et al. (1993), I’échographie n’est utile que pour suivre le développement des follicules et
du corps jaune, mais au moment de 1’ovulation, il n’y a que trés rarement (2 cas sur 15 suivis
échographiques journaliers) des modifications claires et significatives des images
échographiques. Selon Boyd et al. (1993), I'utilisation d’échographes de haute qualité donnait
des résultats satisfaisants sur un petit lot de chiennes pour la prédiction du moment de
I’ovulation.

De plus, des ¢tudes plus récentes montrent qu’avec un appareil et un imageur performants, la
détection de I’ovulation est possible, bien que difficile ; cependant elles insistent sur le fait que
I’échographie ovarienne a encore aujourd’hui un intérét limité en pratique, en particulier
lorsqu’on compare cette méthode aux dosages de progestérone plus accessibles (Hase et al.

2000 ; England & Concannon, 2002 ; England et al. 2003).

Enfin, les données les plus récentes prouvent que le jour de I'ovulation peut étre déterminé avec
une bonne précision en réalisant des échographies ovariennes journalieéres a 1’aide d’une sonde de
7,5 MHz. Environ 10% des chiennes, toutes races confondues, 1’échographie, méme réalisée
qu’une fois par jour, peut augmenter la précision de la détection de I’ovulation, comparée a des
seuls dosages de progestérone (Fontbonne & Malandain , 2006) .

Ainsi pour résumer, on considére que l’ovulation a eu lieu quand les images sphériques
anéchogenes et de grande taille disparaissent pour étre remplacées par des structures
d'échogénicité croissante

2.4. Apercus sur ’induction de I’cestrus par ’utilisation des antiprolactiniques (agoniste de

la dopamine) :

La bromocriptine est un peptide de la famille des alcaloides dérivé de I'ergot de seigle, est un
agoniste dopaminergique et inhibiteur de la sécrétion de la prolactine qui est utilisé notamment
dans le traitement des tumeurs de la glande hypophyse ainsi que dans la maladie de Parkinson
chez I’étre humain. ) (Pierson & Buff, 2009).

a) Indication chez l’espéce canine -
- Induction des chaleurs

- Interruption de la gestation.

- Traitement de la pseudo-gestation.

- Tarissement de la sécrétion lactée (Pierson & Buff, 2009)




b) Posologie :
En fonction de la catégorie de poids des chiennes la posologie était de :
- 1,25 mg/j en deux prises pour les chiennes dont le poids est de15 a20 kg.
- 2,5mg/jendeux prise pour les chiennes dont le poids est de plus de 25 kg (Pierson & Buff,
2009).
L’induction des chaleurs chez a chienne se réalise dans le cas d’impubérisme depuis 24 mois ou
dans le cas d’absence de chaleurs depuis plus de 10 mois. L’utilisation de substances
dopaminergiques est recommandée en premiére intention lors d’ancestrus pathologique (>7mois
d’interoestrus). (Pierson & Buff, 2009)
Les antiprolactinique sont des agoniste dopaminergiques qui inhibent la sécrétion de la
prolactine via une secrétion de dopamine ou une suppression de la sécrétion de sérotonine or
I’utilisation  de certains antiprolactinique lors de pseudo-lactation diminue I’intervalle

intercestral des chiennes traitées. (Pierson & Buff, 2009).

Contrairement a la bromocriptine (Parlodel®, molécule dopaminergique) ou a la cabergoline
(Galastop®, une molécule anti-sérotoninergique et dopaminergique), le metterolol (Contralac®,
une molécule anti-sérotoninergique) n'induit pas d'cestrus. L'effet dopaminergique central des
antiprolactiniques qui semble agir favorablement au cours de cet effet induisant la chaleur. Leur
efficacit¢ dans le déclenchement de l'cestrus dépend de la dose, de la durée du traitement

(Beijerink, 2003 ; De Gier ,2008 ; Pierson & Buff, 2009).

Les deux anti-prolactiniques les plus utilisés sont la cabergoline a la dose de Sug / kg / jour
jusqu'a l'obtention du proestrus, habituellement pendant 3 semaines et la bromocriptine 20-50 pg
/ kg deux fois par jour jusqu'a l'obtention du porestrus, habituellement pendant 4 semaines
(Beijerink, 2003 ; De Gier ,2008 ; Pierson & Buff, 2009).

Le vomissement était le seul effet secondaire lié au traitement observé chez cing chiennes, ce
symptdme disparaissant apres 10 jours de traitement. Pierson & Buff (2009) rapportent que les
effets secondaires les plus observes sont les vomissements survenant entre 3% et 25% apres un

traitement avec des anti-prolactiniques.

D'autre part, nous n'avons pas observé de décoloration des poiles, liée a l'utilisation de la
bromocriptine, contrairement a la cabergoline, qui induit une décoloration transitoire du pelage
chez 25% des chiennes qui regoivent cette molécule pendant 14 a 45 jours (De Gier et al.2008 ;
Pierson & Buff, 2009).




Ainsi la métergoline (Contralac®, molécule anti-sérotoninergique) n’induit pas d’cestrus,
contrairement a la bromocriptine (Parlodel®, molécule dopaminergique) ou a la cabergoline
(Galastop ®, molécule a la fois anti-sérotoninergique et dopaminergique). Il semblerait donc que
I’effet sur le cycle ne serait pas dii a ’action antiprolactinique mais bien dopaminergique.
(Pierson & Buff, 2009) ; Leur efficacité dans le déclanchement de I’cestrus dépend de la dose,

de la durée du traitement et du stade d’ancestrus.

L'utilisation de certains antiprolactiniques pendant la pseudo-lactation diminue l'intervalle inter-
oestral des chiennes traitées (Beijerink, 2003 ; De Gier ,2008 ; Pierson & Buff, 2009).
L'utilisation d'agonistes dopaminergiques en anticipation de l'cestrus (moins de 7 mois apres la

derniere chaleur) est tres décevante (Fontbonne, 2008).

Les effets secondaires les plus fréquents sont des vomissements et une décoloration transitoire
du pelage. A approximativement 25 % des chiennes qui recoivent de la cabergoline pendant 14 a
45jours développeront une decoloration du poil. Les vomissements représentent également un
effet secondaire fréquent : ils surviennent dans 3 a 25% des cas (Pierson & Buff, 2009)

Les deux protocoles les plus utilisés sont :

Bromocryptine (Parlodel®): 20 pg/kg 2 fois/jour pendant 30 a 40 jours. (Dumon, 1992).

La cabergoline a la dose de Sug/kg/j jusqu'a ’obtention du preestrus (généralement pendant 3
semaines). (Pierson & Buff, 2009)

La bromocriptine 20-50 ug/kg, deux fois par jour jusgu'a 1’obtention du preestrus. (Pierson &

Buff, 2009).

3. Gestation
3.1. Facteurs influencant la durée de gestation
3.1.1. Intervalle ovulation-insémination

Selon une étude de Tsutsui et al. (2006) sur la relation entre I’accouplement ou I’ovulation et la
durée de gestation, il existe une corrélation négative entre le nombre de jours séparant la saillie
de 'ovulation et la durée de gestation apparente. L’étude porte sur 36 chiennes Beagle agée de 2
a 10 ans séparées en 5 groupes de 5, 7, 8, 7 et 9 femelles. Celles-ci ont été inséminées une seule
fois de 1 a 5 jours apres ’ovulation respectivement suivant les groupes. Le premier jour ou la
progestéronémie plasmatique exceéde 2 ng/ml est considéré comme celui de 1’ovulation. La
durée de gestation est calculée du jour de I'ovulation a la mise bas. La durée de gestation
apparente obtenue pour les 5 groupes est de : 63,4 +/- 0,6, 61,6 +/- 0,7, 60,8 +/- 0,7, 59,7 +/- 0,6
et 59,1 +/- 0,3 jours ; ce qui montre bien que plus la saillie est tardive plus la durée de gestation

apparente est courte. Alors que la durée de gestation réelle varie de 61 a 66 jours avec une




moyenne de 63,9 +/- 0,2 jours et ne difféere pas selon les groupes (Tsutsui et al. 2006), ceci

dépend sans doute du moment ou les ovocytes sont fécondés (figure 29).
3.1.2. Race

D’aprés 1’étude d’Arbeiter et al. (1991), il n’y a pas de différence entre les races. Selon une
étude de Linde-forsberg et al. (1999), sur I'insémination artificielle chez le chien (527 IA) il
existe des variations interraciales de 3 a 6 jours : le Berger Allemand aurait une durée de
gestation plus courte que les autres races (Linde-Forsberg ,2002). Par contre, une autre étude de
ce méme auteur effectuée en 1998 indique qu’il n’y a pas d’influence de la race sur la durée de
gestation (Linde-forsberg et al. 1997).

Okkens et al. Réalisent deux études sur I’influence de la race sur la durée de la gestation :

La premiére, en 1993, porte sur 77 chiennes de races différentes, dont 5 races comptant au
moins 5 animaux, et dont la durée de gestation est mesurée de la saillie a la mise bas. Les
chiennes sont inséminées une seule fois au début de ’ovulation, dés que la progestéronémie
dépasse 5-6 ng/ml. Les auteurs concluent que le Berger Allemand (9 chiennes) a une gestation
plus courte que les autres races, 60,1 +/- 0,5 jours.

La deuxiéme, en 2001, porte sur 113 chiennes provenant de 6 races différentes. Le protocole de
mise a la reproduction est le méme que précédemment. Cette étude montre que le West
Highland White Terrier a une durée de gestation significativement plus longue (62,8 +/- 1,2
jours) que celles du Berger Allemand (60,4 +/- 1,7 jours), du Labrador Retriever (60,9 +/- 1,5
jours) et du Doberman (61,4 +/- 1,0 jours).

Eilts et al. (2005) effectuérent une étude sur 308 chiennes provenant de 4 races differentes. Ils
¢tudierent I'influence de I’age, la parité, la taille de la portée et la race sur la durée de la
gestation. Cette derniere ft mesurée depuis le pic de LH déduit du premier jour du dicestrus
cytologique ou du premier jour d’augmentation brutale de la progestéronémie. Cette étude a mis
en évidence une durée de gestation plus courte chez le Labrador Retriever (62,9 +/- 1,3 jours)
que chez le Berger Allemand (63,6 +/- 2,1 jours), le Golden Retriever (64,7 +/- 1,5 jours) et le
Hound (66,0 +/- 2,8 jours).

3.1.3. Age de la chienne

Selon 1’étude d’Eilts et al. (2005) I’dge de la chienne n’a pas d’influence sur la durée de
gestation.

3.1.4. Poids de la chienne avant la gestation

D’aprés une étude de Kutzler et al. (2003) sur 63 chiennes appartenant a 19 races différentes et

portant sur la prédiction de la date de parturition a partir de la montée initiale de la




progestéronémie indiquant le pic de LH, le poids de la chienne n’affecte pas la durée de la

gestation.
3.1.5. Taille de la portée

D’apres Linde-Forsberg et al. (1998), Kutzler et al. (2003) et Tsutsui et al. (2006), la taille de la

portée n’affecte pas la durée de gestation.
D’autres études montrent le contraire :

Celle d’Hekerman et al. (1993) montrent que la taille de la portée est corrélée négativement
avec la durée de gestation apparente pour les chiennes ayant mis bas jusqu’a 7 chiots. A partir
de 8 chiots il n’y a plus de corrélation entre la taille de 1a portée et durée de gestation. Okkens et
al. (2001) confirment qu’il y a une corrélation négative entre la taille de la portée et la durée de
gestation. Mais cette fois-ci, cela concerne les chiennes ayant jusqu’a 13 chiots. L’étude d’Eilts
et al. (2005) montrent que les chiennes ayant des portées de 4 chiots ou moins ont une durée de

gestation significativement plus longue.
3.1.6. Parité

Selon Tsutsui et al. (2006) ; Eilts et al. (2005) et Okkens et al. (2001) , la parité n’a pas d’effet
sur la durée de la gestation. Holst & Phemister (1974) remarquent sur 108 gestationssuivies, que
la taille de la portée influence la date du part. Les chiennes qui mettent bas avant le 56éme jour
de gestation ont des portées plus grandes que la moyenne, alors que les portées nées apres le
58éme jour sont de petite taille. La durée de la gestation estcorrélée négativement avec la taille
de la portée. (Bernard, 2002 ; Gradil et al. 2000 ; Million, 2004).

3.1.7. Mode d’insémination : intra-vaginale et intra- utérine

Selon une étude reéalisée par Linde-Forsberg et al (1999) sur 327 inséminations artificielles
effectuées chez 276 chiennes de 76 races différentes, la durée de gestation apparente moyenne a
compter de la premiére insémination est plus longue lors d’insémination intra-vaginale (62,7 +/-

2,7 jours) que lors d’insémination intra-utérine (61,2 +/- 2,1 jours)
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Figure 29 : Durée de la gestation chez la chienne : variation suivant le repére choisie pendant
la chaleur (JO= jour du pic de LH). (Concannon & Lein, 1989).

Dans notre étude, nous avons choisi le jour coincidant avec la derniere saillie fécondante pour
définir le premier jour de la gestation. Il faut souligner que la détermination du debut de la
gestation (JO) varie chez les auteurs que nous citons selon les repéres choisis par chacun d'eux a
savoir : Derniére saillie, et pic de LH, ou début du métcestrus cytologique et ovulation ou jour

du metoestrus comportemental.

Dans la suite de notre étude, nous indiquerons le repére choisi pour définir le jour JO de la

gestation comme suit:

e JO-LH: lepicde LH

e JO-PS: la premiére saillie

e JO-DS: la derniére saillie

e J0-OV: I’'ovulation

e JO-MET: le début du metcestrus cytologique.

e JO-METO: le début du metcestrus.
3.2. Déroulement de la gestation
Evans & Christensen (1979) et Concannon et al. (1989) decrivent la gestation en 3 périodes:
La période de I’embryoblaste ou période de vie libre, deJ2-LH aJ18-LH (Evans & Christensen,

1979), de J12-LH a 15 —LH soit J6-DS a J10 —DS (Concannon et al. 1989). Pendant laquelle

I’ceuf migre le long des cornes utérines jusqu’a son site d’attachement. Elle se déroule entre le
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moment de la fécondation entre J4-LH et J9-LH correspondant a JO-DS et J7-DS (Concannon et
al. 1989) et I'immobilisation de I’ceuf dans 1’utérus vers J16-LH et J18-LH. (Holst & Phemister ,
1974) (Concannon et al. 1989).

La période embryonnaire elle s’étend de J19-LH & J35-LH (Evans & Christensen, 1979) : elle
commence lors de I’implantation qui se situe entre J17-LH et J19-LH correspondant a J9-DS et
J22-DS. Jusqu'a J23-LH et J35-LH correspondant a J26-DS et J38- DS. (Concannon et al 1989),
comprend la mise en place des annexes et I’organogenese, jusqu’a ce que ’embryon ait acquis

les caracteres externes de son espéce. Il est alors nommé feetus.

La période feetale est la phase de croissance et de maturation du feetus, elle s’étend de J35- LH a

la mise bas (Evans & Christensen, 1979 ; Concannon et al. 1989).

Evans & Christensen (1979) décrivent avec précision le développement de I’embryon et du
foetus. Le début de la gestation cité est la saillie, et la durée de la gestation est de 60 a 63 jours

(le jour JO se situerait pendant la phase de maturation des ovules).

Concannon et al. (1989) décrivent avec précision le déroulement des différents événements d'un
cycle sexuel fécond et une gestation chez la chienne par rapport au pic pré ovulatoire de LH et a

la derniére saillie fécondante.

3.2.1. Période de I'embryoblaste
3.2.1.1. Période tubaire
a. Fécondation

Selon I’étude de Reynaud et al. (2005), la fécondation a licu dans la partie distale de 1’oviducte
a partir de 90 heures, avec des ovocytes au stade métaphase 2. La pénétration d’ovocytes
immatures par les spermatozoides reste exceptionnelle (3 ovocytes au stade métaphase 1, 72
heures apres ovulation). La fécondation aboutit a la formation d’un embryon a 2 cellules vers
112 heures post ovulation. Des embryons au stade 4 et 8 cellules étaient également visibles au

méme moment.

La fécondation a lieu entre J4-LH et J9-LH soit JO-DS et J7-DS dans la portion terminale des
oviductes (Concannon et al, 1989) .La segmentation (divisions successives de la cellule ceuf
initiale) aboutit a la formation d’une Morula de 8-16 cellules dans la portion terminale des
oviductes vers J2-met. La formation des morulas de 8-16 cellules dans l'oviducte s'effectue
selon (Concannon et al. 1989) (12) entre J8-LH et J10-LH soit entre J3-DS et J14-DS.

Concannon et al. (1989) evoquent la possibilité d’une retenue des ceufs dans les trompes




jusqu’a I’ouverture de la jonction tubo-utérine aJlO-LH.

b. Nidation

La nidation est tardive chez la chienne. Les embryons restent libres dans 1’oviducte entre 168 et

240 heures (soit 7 & 10 jours) apres 1’ovulation puis descendent dans 1’utérus au stade de morula

(8 a 16 cellules) ou de blastocyste (32 cellules). (Reynaud et al. 2005).

Pendant 1 a 2 jours les embryons descendent et remontent activement la corne utérine
ipsilatérale puis, les 2 jours suivant ils flottent d’une corne utérine a l’autre jusqu’a

I’implantation. Selon les auteurs, la date d’implantation n’est pas tout a fait la méme :

- Selon Romagnoli (2006) , I’'implantation débute 13 a 15 jours apres I’ovulation.
- Selon Concannon (2002) , elle debute autour du 1g'¢Mme jour apres le pic de LH par une

congestion utérine (pré-implantation), puis autour du 211€Mme jour le trophoblaste s’attache a

I’endometre, enfin elle s’achéve autour du 221€Me jour.

Les embryons peuvent s’implanter dans la corne opposée au lieu de I’ovulation, leur répartition

est équidistante dans 'utérus avec une distribution identique dans les deux cornes (Crepel ,
1998).

3.2.1.2 Période utérine

Vers J10-LH, les ceufs passent dans I’utérus, ils ont atteint le stade Blastocyste de 32 a46

cellules (Concannon et al. 1989) (figure 30). Ce dernier se definit par la présence de 3 régions:

1. Letrophoblaste: revétement cellulaire de I’ceuf.
2. L’embryoblaste sous la forme d’un amas cellulaire excentré.

3. Le blastocoele ou lécithocele : cavité liquidienne centrale.
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Figure 30 : Blastocyste uni laminaire chez les Mammiféres (Barone, 1978)

Les ceufs se répartissent de maniére homogéne entre les deux cornes utérines (Shimizu et al.
1990). Pendant les trois premiers jours de la periode utérine, les blastocystes descendent le long
de la corne ipsilatérale, et par I’intermédiaire du corps utérin, certains oeufs remontent la corne
controlatérale, avant de s’immobiliser a espaces réguliers les uns des autres (Concannon et al.
1989). Le trophoblaste concourt rapidement aux échanges nutritifs entre I’ceuf et le milieu

utérin (Concannon et al. 1989).

L’ceuf s’immobilise au stade de la ligne primitive entre J16-LH et J18-LH (Concannon et al.
1989) , soit entre J9-DS et J22-DS (Concannon et al. 1989). J11-MET (Holst & Phemister,
1971). 1l a une forme elliptique de 2,5 mm de long.

Un cedéme de I’endométre marque le site d’implantation et délimite une petite cavité piriforme
autour de I’ceuf. La zone pellucide se désagrége, le trophoblaste entre en contact avec la
muqueuse utérine et le processus d’implantation commence (Concannon et al. 1989).

Ces sites sont visibles a I’ceil nu lors de I’observation externe de I'utérus seulement entre J20-
LH et J25-LH (Concannon et al. 1989) soit J12-DS et J28-DS, et forment alors des renflements
d’a peine 1 cm de diamétre (Concannon et al. 1989), le Blastocyste mesure alors 3 mm de

diametre (Concannon et al. 1989).
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3.2.2 Période embryonnaire

3.2.2.1 Mise en place des annexes embryonnaires

Les annexes de I’embryon regroupent 1’allantoide, la vésicule vitelline, le sac amniotique et le
Chorion

a. Chorion et la croissance de 1I'ceuf

Le chorion provient du trophoblaste doublé sur sa face profonde par le meésoblaste extra
embryonnaire. Le feuillet externe du mésoblaste se lie a lui de fagon intime a partir de J18-LH
(Concannon et al. 1989) soit J10-DS: stade de la ligne primitive (Concannon et al. 1989).
L’implantation est dite centrale (figure 31): elle s’établit sur la zone de contact initiale qui existe
entre le chorion et I’endometre maternel. Elle est annoncée par la formation de courtes villosités
choriales sur toute la surface de 1’ceuf, a I’exception de ses extrémités (en regard de la lumiére
utérine) et de Dl'aire embryonnaire (dépourvue de revétement trophoblastique jusqu’a la
fermeture de I’amnios) cela c'effectue entre J17-LH et J19-LH (J9-DS et J22-DS) (Concannon et
al. 1989).

Myometre
Endometre

Conceptus

Figure 31: Implantation centrale de I’ceuf (Barone, 1978).

Dés lors, I’accroissement du sac chorial devient inégal, il prend entre J20-LH et 25-LH soit la
forme d’un citron (Evans & Christensen, 1979) ; entre J12-DS et J28-DS (Concannon et al.
1989) (figure 32).
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Figure 32 : Premiers stades de formation des annexes embryonnaires chez la chienne J20-
LH (Barone, 1978) soit J12-DS (Concannon et al. 1989).

A gauche la répartition du chorion villeux et du chorion lisse, A droite le réseau vasculaire du

placenta chorion-vitellin transitoire.

Les régions polaires dépourvues de villosités choriales déterminent le chorion lisse et
s’allongent plus rapidement que la bande intermédiaire du chorion villeux. Celui-ci conserve la
forme d’une ceinture autour de la partie moyenne de I’ampoule, et définit I’emplacement du
placenta zonaire.

Vers la moitié de la gestation, chacune de ces trois régions choriales occupera le tiers de la

longueur de I’ceuf (Barone, 1978).

Par la suite, I’ampoule va s’accroitre par I’extension de ses régions aplacentaires, ou le chorion
lisse est simplement apposé contre I’endométre maternel, tandis que la ceinture placentaire ne

s’¢largira que trés modérément.
b. Vésicule vitelline et I'allantoide

Ces  deux enveloppes  sont étroitement liées dans leur évolution.
La vésicule vitelline, dérivée de ’endoblaste, se développe de fagcon rapide et précoce. Vers
J17-LH et J19-LH (Concannon et al. 1989) soit J9-DS et J22-DS (dés I’implantation), elle

occupe la place du blastoceele, et s’applique contre le chorion (Concannon et al. 1989).

A J21-LH (Evans & Christensen, 1979) soit J13-DS (Concannon et al. 1989), un réseau
vasculaire s’étend sur sa surface. Il est issu du mésoblaste extra embryonnaire et reli¢ a

I’embryon par les vaisseaux vitellins. La vésicule vitelline occupe la quasi-totalité de




I’ampoule (figure 33).

Elle plaque ses vaisseaux contre le chorion et forme avec lui la premiere ébauche placentaire. Il
s’agit du placenta chorio-vitellin transitoire, qui assure les échanges foeto-maternels durant les
premiers jours de I’implantation, de J21-LH & J23-LH (Evans & Christensen, 1979) soit J13-

DS a J15-DS (Concannon et al. 1989). Il sera rapidement relayé dans sa fonction par

’allantoide.
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Figure 33 : Embryon 16 somites, de 4,5mm de long a J21-LH (Evans & Christensen, 1979)
soit J13-DS (Concannon et al. 1989). Vue de I’'utérus et du placenta, sur une section de
I’ampoule dans I’axe longitudinal de ’embryon. Le sac vitellin remplit la cavité utérine, des
extensions du mésoderme extra embryonnaire sont observées entre le chorion et la vésicule
vitelline. Le sac amniotique se forme par plissement des bords du disque embryonnaire, et le

bourgeon allantoidien fait son apparition. (Evans & Christensen, 1979).

L’allantoide nait de I’extrémité caudale de I’embryon. Son développement et celui des
vaisseaux qui la recouvrent est trés rapide : a J21-LH (Evans & Christensen, 1979) soit J13-
DS (Concannon et al. 1989), le bourgeon allantoidien forme un petit sac sphérique sous
I’embryon (Schéma N°4), mais dés J23-LH et J25-LH (Evans & Christensen, 1979) soit J15-

DS et J17-DS (Concannon etal. 1989) son extension est considérable.

L’allantoide s’intercale entre la vésicule vitelline et le chorion, et refoule progressivement le

vitellus au centre de I’ceuf avec I’embryon. Elle prend ainsi une disposition en séreuse avec un
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feuillet chorial et un feuillet vitellin. (Evans & Christensen, 1979).

Dans un premier temps, le sac allantoidien n’occupe que la partic moyenne de I’ampoule. 1l
forme une large ceinture, et apporte ses vaisseaux embryonnaires au chorion villeux. La
vésicule vitelline reste au contact du chorion lisse de part et d’autre de 1’allantoide, aux apex de

I’ceuf (Evans & Christensen, 1979).

Ensuite I’allantoide continue son extension, elle s’insinue plus loin entre le chorion lisse et le
vitellus. Le vitellus est finalement isolé du chorion sauf en deux zones. En effet, il garde
jusqu’a la mise bas un point d’ancrage a chaque extrémité de I’ampoule. (Evans & Christensen,
1979).

A J28-LH (Evans & Christensen, 1979) soit J20-DS (Concannon et al. 1989), I’allantoide est le
sac embryonnaire le plus externe de I’ceuf. La vésicule vitelline se vide en partie de son liquide
sa paroi, qui reste bien vascularisée, se plisse. Elle prend la forme d’un cylindre flasque,
allongé suivant le grand axe de I’ceuf et plaqué contre la face ventrale de ’embryon et de son
amnios (figure 34,35).

c. Amnios

Dés J20-LH (Evans & Christensen, 1979) soit J12-DS (Concannon et al. 1989), le sac
amniotique se forme par plissements: les bords du disque embryonnaire se soulévent et forment
des plis qui se rejoignent dorsalement a ’embryon entre J21-LH et J23- LH (Evans &
Christensen, 1979) soit J13-DS et J15-DS (Concannon et a. 1989).

L’amnios produit et renouvelle le liquide amniotique qui sera en partie résorbé par le foetus. Ce
dernier se trouve isolé et protégé par la répartition égale des charges sur toute la surface de son

corps, évitant les chocs et les pressions locales (Evans & Christensen, 1979).

d. Placenta

Le placenta chorio-allantoidien définitif remplace le placenta chorio-vitellin a partir du 13éme
jour du méteestrus comportemental (Barrau et al. 1976), soit vers J23-LH (Evans &
Christensen, 1979) soit J15-DS (Concannon et al. 1989).

Une fois les membranes choriale et allantoidienne adossees, les villosités choriales prennent un
développement exubérant. Le trophoblaste forme des lames dans lesquelles s’engagent des
vaisseaux allantoidiens. Ces lames s’enfoncent profondément dans ’endométre, et proliférent
en un réseau complexe, jusqu’a envahir le conjonctif et a englober le réseau vasculaire

maternel, qui est seul respecter.




Un placenta endothélochorial, dans lequel les vaisseaux utérins sont directement au contact du
trophoblaste, semble completement établit vers J25-OV (Pollet & Viaud, 1988) ou J35-LH
(Holst & Phemister, 1974) soit J27-DS (Concannon et al. 1989).

Vers J26-MET (Barrau et al. 1976) , une bande particuliére de teinte verdatre se forme de part
et d’autre de ’anneau placentaire, a la jonction entre les chorions lisse et villeux. Elle résulte
de la destruction localisée de tissus maternels et foetaux dans une zone particuliere du
trophoblaste (Barrau et al. 1976). L’hémoglobine y est transformée en un pigment vert,
I’utéroverdine, qui vaut a cette région du placenta 1’appellation de « bordure verte » ou « bande

des hématomes marginaux » (Figure 42).
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Figure 34 : Utérus et I’embryon a J23-LH (Evans & Christensen, 1979) soit J15-DS
(Concannon et al. 1989).

A - Vue externe

B -Section longitudinale sur un embryon de 32 somites.

C -Section schématique, avec la description des différentes membranes et du placenta.
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f. Cordon ombilical

Il se délimite a partir de J23-LH, lorsque la cavité amniotique est formée. Il se scinde en une
partie amniotique courte de 2 cm de long (Barone, 1978) soit J15-DS (Concannonet al. 1989), sur
laquelle il est recouvert par I’amnios, et une partie allantoidienne plus étendue, du hile de
I’amnios jusqu’au placenta 10 cm de long a terme (Barone, 1978).

Au début du développement, sa structure est assez lache : ’anneau ombilical reste largement
ouvert, la future cavité péritonéale de I’embryon se continue au-dela de ’ombilic dans le cordon,
une anse intestinale s’y trouve engagée, au sommet de laquelle est inséré le conduit vitellin.

Vers J30-LH (Evans & Christensen, 1979) soit J22-LH (Concannon et al. 1989), I’anneau
ombilical de ’embryon se resserre, 1’intestin est refoulé dans la cavité abdominale de I’embryon,
et le conjonctif du cordon devient plus dense. Le conduit vitellin accompagne les arteres et les
veines vitellines qui s’obliteérent rapidement, tout comme le conduit allantoidien. Les vaisseaux
ombilicaux restent les constituants les plus importants du cordon. Ils ont une disposition spiralée

qui semble les protéger des éetirements.

Les arteres ombilicales naissent de I’aorte et deviennent collatérales des artéres iliaques internes
du feetus. Elles longent la vessie feetale et 1’ouraque, parcourent le cordon pour gagner le chorion
villeux, qu’elles irriguent largement (Evans & Christensen, 1979).

La veine ombilicale gauche persiste tandis que la droite s’oblitére. Ses deux racines drainent les
veines placentaires, qui sont plus nombreuses et volumineuses que les arteres correspondantes
(Evans & Christensen, 1979).Elles s’unissent dans le cordon, ou la veine ombilicale prend une
disposition médiane. Aprés avoir franchi I’ombilic, elle se dirige cranialement, pénetre dans le
foie et se divise en deux branches:

L’une alimente le réseau veineux hépatique et recoit la veine porte.

L’autre évite le foie et gagne directement la veine cave caudale. C’est le canal d’ Arantius

3.2.2.2 Développement de I'embryon

a. Délimitation de I'embryon

Le bourgeon embryonnaire garde une forme elliptique plane jusqu’au stade de la ligne
primitive J18-LH (Evans & Christensen, 1979) soit J10-DS (Concannon et al. 1989).11 se modele
ensuite par I’incurvation de ses bords qui le soulévent et I’isolent de ses annexes. La région
céphalique s’enroule la premieére et prend d’emblée un volume important du fait du

développement précoce de I’ébauche de 1’encéphale.
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Le pli céphalique est rapidement suivi du reploiement ventral des régions caudales et latérales.
L’embryon s’individualise en se soulevant dans la cavité amniotique, et I’anneau ombilical,

encore largement ouvert, se dessine (Evans & Christensen, 1979).
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Figure 35: Annexes feetales a la fin du développement du chiot. (Barone, 1978).

b. Etapes du développement embryonnaire

Les feuillets germinatifs se différencient suivant une séquence cranio-caudale (Houillon, 1968)
L’ectoderme est a l'origine de I’épiderme, du systéme nerveux avec un développement
précoce des vésicules encéphaliques, il participe aussi a la formation des arcs branchiaux, des
bourgeons dentaires, des bourgeons des membres.

L’endoderme est destiné a produire I’épithélium de tout le tube digestif et de ses glandes
annexes, et ’épithélium de I’appareil respiratoire, la vessie urinaire, en association avec le
mésoderme qui assure notamment la fixation des différents organes.

Le mésoderme engendre I’appareil circulatoire (1I’ébauche cardiaque est trés vite fonctionnelle),
les tissus conjonctifs (dont 1’0s) et musculaires. La partie glandulaire de 1’appareil uro-geénital

est également d’origine mésodermique.




Evans & Christensen (1979) et Concannon et al. (1989) décrivent-les séquences du

développement embryonnaire comme suit:

A J21-LH (Evans & Christensen, 1979) soit J13-DS (Concannon et al. 1989), le pli céphalique
est fortement marqué, et s’enroule autour du bulbe cardiaque proéminent. Les arcs

branchiaux 1, 2 sont présents.

A J23-LH (Evans & Christensen, 1979) soit J15-DS (Concannon et al. 1989) : L’embryon est
allongé perpendiculairement au grand axe de ’ampoule. Son extrémité craniale s’incurve

momentanément vers la droite.

L’organogenese est déja bien avancée, on peut distinguer les ébauches des membres thoraciques,
les processus mandibulaires et maxillaires, les arcs branchiaux 1, 2,3, le bulbe hépatique bien

marqué, les placodes optiques et cristalliniennes (figure 36).
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Figure 36: Embryon a J23-LH (Evans & Christensen, 1979).

Soit J15-DS (Concannon et al. 1989). Présence des bourgeons des membres antérieurs et de

I’allantoide en développement (Evans & Christensen, 1979). A — Vu latérale. B- Vue dorsale.

A J25-LH (Evans & Christensen, 1979) soit J17-DS (Concannon et al. 1989) : On observe sur
I’embryon de 14 mm environ, les conduits auditifs, les yeux formés, les bourgeons des 4
membres qui ont I’aspect de palettes indifférenciées, les crétes mammaires, la lame dentaire, les

éléments vertébraux chondrifiés.




A J28-LH (Evans & Christensen, 1979) soit J20-DS (Concannon et al. 1989) : Les maquettes
cartilagineuses des os frontaux, mandibulaires et maxillaires commencent a s’ossifier.

A J30-LH (Evans & Christensen, 1979) soit J22-DS (Concannon et al. 1989): Sur I’embryon
de 19 mm de long les paupiéres et les oreilles externes sont formées, ainsi que les poils tactiles
sur le museau et les sourcils. Les membres thoraciques se sont différenciés et les doigts sont

distincts. Le tubercule génital est proéminent.

A J33-LH (Evans & Christensen, 1979) soit J25-DS (Concannon et al. 1989): L’embryon
mesure 29 mm de long La minéralisation osseuse se poursuit en de nombreux points: les 0s
nasaux, incisifs, palatins, zygomatiques, pariétaux, la portion médiane des cotes 4 a 10, la
diaphyse des os longs, humerus, radius, ulna et fémur, tibia, fibula. Les lames palatines
fusionnent. Les doigts sont visibles sur les membres postérieurs. L’embryon a acquis les

caracteres externes de son espece, la période embryonnaire se termine.

3.2.3 Période foetale

Evans & Christensen (1979) décrivent les séquences du développement du feetus en se référant

essentiellement a I’évolution du squelette et de la dentition, que nous aborderons ici.
3.2.3.1 Dentition

La lame dentaire est initiée dés J25-LH (Evans & Christensen, 1979) soit J17- DS (Concannon
et al. 1989) sur ’embryon de 12-16 mm de long elle produit les bourgeons dentaires qui  sont
presque tous présents a J32-LH (Evans & Christensen, 1979) soit J24-DS (Concannon et al.
1989).

Evans & Christensen (1979) observent un développement plus avancé des Canines, P.M.3 Inf.

et P.M.4 Inf. par rapport aux autres dents.

La calcification des dents de lait débute vers J42-DS (Williams & Evans, 1978) (56) pour
P.M.3 Inf. et P.M.4 Inf. Elle a lieu ensuite vers J45-DS sur les Canines et sur P.M.3 Sup., puis
entre J45-DS et J48-DS sur les incisives supérieures. Les Incisives inférieures se minéralisent
juste aprés J51-DS) avec P.M.2 Sup., P.M.2 Inf. et P.M.4 Sup. (Williams & Evans, 1978).




3.2.3.2 Ossification

a. L’ossification enchondrale

La majeure partie du squelette se construit a partir d’une maquette cartilagineuse, élaborée par
le mésoderme embryonnaire. Cette maquette prend la forme de 1’os futur dont elle occupe

exactement la place. (Barone, 1978).

Progressivement, le tissu cartilagineux est remplacé par le tissu osseux qui se minéralise et
donne a I’os son efficacité fonctionnelle. Ce processus d’ossification enchondrale débute dans
la région centrale de la maquette cartilagineuse, dans le noyau d’ossification primaire, et
évolue de maniere centrifuge a partir de ce centre. Souvent, ce noyau primaire ne suffit pas a
former la totalit¢ de I'os. Il est alors complété par I’apparition de noyaux d’ossification
secondaires, qui entrent en fonction plus tardivement (apres la naissance), s’étendent moins et
finissent par se souder a lui (Barone, 1978).

Par exemple, un os long sera élaboré a partir de:

— un noyau d’ossification primaire diaphysaire, qui élabore la diaphyse osseuse du centre
de la maquette cartilagineuse vers ses extrémités. (Barone, 1978).

— un ou plusieurs centres d’ossifications secondaires épiphysaires, qui ont une croissance
radiaire a partir du centre de leur espace d’ossification. (Barone, 1978).

— des cartilages de conjugaisons, zone cartilagineuses qui séparent les centres d’ossification,

régulent la croissance osseuse, et ne s’ossifient qu’a la fin de celle-ci. (Barone, 1978).

b. Ossification membraneuse

Certains os sont construits a partir d’une maquette fibreuse et non plus cartilagineuse. Evans &
Christensen (1979) notent une ossification plus précoce de ces 0s membraneux sur la face (os
nasal, incisif, palatin, zygomatique, maxillaire, mandibulaire...), et le crane (os frontal, pariétal,
interpariétal).La minéralisation peut étre mise en valeur par une coloration différentielle du
squelette du feetus Le rouge alizine colore les tissus 0ssifiés et Le bleu alican colore le cartilage
embryonnaire. Apres coloration des foetus prélevés, Evans & Christensen (1979) observent que
I’évolution de l’ossification est assez homogeéne au sein d’une méme portée, alors que des

différences notables en taille et en poids sont observées (figure 37).
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Figure 37 : Evolution de I’ossification sur une vue latérale du squelette (Evans &
Christensen, 1979).
A - Embryon a J30-LH (Evans & Christensen, 1979) soit J22-DS (Concannon et al. 1989)
B — Fcetus a J40-LH (Evans &Christensen ,1979) soit J32-DS (Concannon et al. 1989).
C - Feetus a J45-LH (Evans & Christensen, 1979). Soit J37-DS (Concannon et al. 1989)




c. Crane

L’ossification débute symétriquement a J28-LH (Evans & Christensen, 1979) soit J20-DS
(Concannon et al. 1989), sur la face par 1’os maxillaire et mandibulaire et sur le crane par 1’os

frontal.

A J32-LH (Evans & Christensen, 1979) soit J24-DS (Concannon et al. 1989), les os incisif, palatin,

zygomatique et pariétaux se minéralisent a leur tour.

A J40-LH (Evans & Christensen, 1979) soit J32-DS (Concannon et al. 1989).Les machoires et les

arcades zygomatiques sont bien ossifiées.

A J45-LH (Evans & Christensen, 1979) soit J37-DS (Concannon et al. 1989), la fontanelle entre les
frontaux et les pariétaux est relativement étroite , elle se soudera avant la naissance.

L’os interpariétal fait une bréve apparition, ¢’est une petite lame osseuse superficielle située entre les
pariétaux et 1’os supra occipital; il fusionne avec ce dernier vers J45-LH (Evans & Christensen,
1979) soit J37-DS (Concannon et al. 1989), mais peut parfois conserver son individualité chez

I’adulte.

d. Vertebres
A J25-LH (Evans & Christensen, 1979) soit J17-DS (Concannon et al. 1989), le rachis est déja

constitué d’¢léments cartilagineux qui ont la morphologie des vertebres.

Leur mineralisation commence a J38-LH (Evans & Christensen, 1979) soit J30- DS (Concannon et
al. 1989), Chaque vertébre posseéde trois noyaux d’ossification, un sur le corps vertébral et un sur

chaque arc vertébral.

A J43-LH (Evans & Christensen, 1979) soit J35-DS (Concannon et al. 1989), les centres de toutes
les vertebres sont actifes, excepté les vertébres caudales et les arcs vertébraux du sacrum qui

s’ossifient plus tard. (Evans & Christensen, 1979).
e.Sternum

I se modeéle a partir de deux barres mésodermiques qui fusionnent dans le plan médian vers J25-LH
(Evans & Christensen ,1979) soit J17-DS (Concannon et al. 1989), toujours suivant une séquence
cranio-caudale. Chaque sternébres posséde un seul noyau d’ossification. La minéralisation
commence a partir de J40-LH (Evans & Christensen, 1979) soit J32-DS (Concannon et al. 1989),

avec de grandes variations dans la séquence d’ossification d’un foetus a I’autre, au sein d’une méme
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portée (Evans & Christensen , 1979), La premiere sternébre peut ne pas se calcifier, Les 7éme et

8éme possedent souvent deux points d’ossification excentrés, du fait d’un défaut de leur soudure
(figure 38).

Enfin, I’appendice xiphoide qui représente la 8¢me sternébre est 1’¢1ément le plus variable quant a
sa morphologie : il peut étre ovoide, présenter une fissure, un foramen, une fourche suivant la

maniere dont les barres sternales ont fusionné (Evans & Christensen, 1979).

S W

Figure 38: Ossification des sternébres (Evans & Christensen, 1979).

A et B- début de I’ossification enchondrale.
C- Stade plus avancé de la minéralisation, ossification originale du xiphisternum, due a un défaut de

fusion des deux derniéres hémi sternébres.
f.Cotes

La minéralisation commence a J31-LH (Evans & Christensen, 1979) soit J23-DS (Concannon e et
al. 1989), a partir d’un noyau d’ossification situé¢ en région médiane de la cote. Vers J40-LH (Evans
& Christensen, 1979) soit J32-DS (Concannon et al. 1989), la portion dorsale de toutes les cotes est
ossifiée (Evans & Christensen, 1979).

g.Membres

La maquette cartilagineuse des membres thoraciques et pelviens est complete respectivement a J30-
LH et J35-LH (Evans & Christensen, 1979) soit J22-DS et J27-DS, (Concannon et al. 1989) et
se minéralise dés J35-LH (Evans & Christensen, 1979) soit J27-DS (Concannon et al. 1989).
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A J35-LH (Evans & Christensen, 1979) soit J27-DS (Concannon et al. 1989), les trois centres
d’ossification de chaque scapula et les noyaux diaphysaires des os longs sont actifs. Les os longs ne

développent pas de centre épiphysaire avant la naissance (figure 39).

Les noyaux d’ossification de la ceinture pelvienne sont observés a J40-LH (Evans & Christensen,
1979) soit J32-DS (Concannon et al. 1989) sur I’ilium, a J45- LH (Evans & Christensen, 1979) soit
J37-DS (Concannon et al. 1989) sur les ischions, et peu avant la naissance sur le pubis. Les os du
carpe et du tarse (excepté le talus et le calcaneus) ne s’ossifient pas avant la naissance (Evans &

Christensen, 1979).
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Figure 39 : Ossification progressive du membre thoracique et de 1’épaule

(Evans & Christensen, 1979).

3.2.3.3 Calendrier de la période feetale

Evans & Christensen (1979) décrivent les séquences du développement feetal: A J35-LH (Evans
& Christensen, 1979) soit J27-DS (Concannon et al. 1989): Les ampoules utérines mesurent 43 x 74
mm, la largeur du placenta est égale a la longueur du feetus, environ 35 mm. Les paupiéres ferment
les yeux; la détermination externe du sexe est possible; les barres sternales ont fusionné; 1’os
temporal s’ossifie ainsi que la scapula et la partie moyenne des cotes2 a 13. A J37-LH (Evans &
Christensen, 1979) soit J29-DS (Concannon et al. 1989): Feetus = 47 mm. Ossification de la premiére

cote, des arcs neuraux de Cl a C4 et du centre de I’ilium.
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A J38-LH (Evans & Christensen ,1979) soit J30-DS (Concannon et al. 1989) : Foetus = 53 mm.

Ossification du crane, des centres vertébraux de C2 a L6, des arcs vertébraux de Cl & T8, des

métacarpes.

A J39-LH (Evans & Christensen, 1979) soit J31-DS (Concannon et al. 1989): Foetus = 60 mm.
Ossification des centres et des arcs vertébraux jusque Si et des phalanges distales des doigts 1, 2 des
antérieurs et des doigts 2 des postérieurs.

A J40-LH (Evans & Christensen, 1979) soit J32-DS (Concannon et al. 1989) : Les ampoules utérines
mesurent 54 x 81 mm, la largeur du placenta est encore semblable a la longueur du foetus, 65 mm.
Les paupiéres sont soudées, la hernie ombilicale est résorbée, les doigts sont pourvus d’ongles.

A J42-LH (Evans & Christensen, 1979) soit J34-DS (Concannon et al. 1989): Foetus =70 mm.
Ossification de la dent de I’axis, des centres des vertébres caudales, des

sternébres 1 a 5, des phalanges distales 1 a 5 et proximales 3 et 4 de tous les doigts.

A J43-LH (Evans & Christensen, 1979) soit J35-DS (Concannon et al. 1989): Foetus = 76 mm.
Ossification des derniéres vertébres caudales, des sternebres 1 a 7, des phalanges proximales 1 a 5 des
antérieurs, 2 a 5 des postérieurs.

A J45-LH (Evans & Christensen, 1979) soit J37-DS (concannon et al. 1989) : L utérus se plie et perd
progressivement sa forme en chapelet, le foetus est nettement plus long que le placenta il mesure
Foetus = 86 mm.

L’os interpariétal se minéralise indépendamment puis fusionne avec le supra occipital. Ossification
des centres vertébraux de Cl jusque C17 et de leurs arcs de Cl a S3, des phalanges moyennes et des
ischions.

A J50-LH (Evans & Christensen, 1979) soit J42-DS (Concannon et al. 1989): A I’inspection de
I’utérus qui s’est fortement ¢€largi, les ampoules ne peuvent plus étre discernées; les foetus adjacents
sont en contact. Feetus = 107 mm. Le corps est bien proportionné ; les métacarpes, les phalanges des
membres thoraciques et toutes les sternebre sont ossifiés.

A J57-LH (Evans & Christensen, 1979) soit J49-DS (Concannon et al. 1989): Fcetus = 150 mm.
Ossification du talus et des ailes du sacrum.

Pour obtenir ces séquences du développement embryonnaire et foetal des chiots, Evans &
Christensen (1979) ont pratiqué I’exérese chirurgicale de feetus, a des stades déterminés de la
gestation, tout en permettant le développement normal du reste de la portée.

Des techniques d’investigations non invasives et faciles a mettre en ceuvre, nous permettent
actuellement de suivre le déroulement de la gravidité et d’évaluer I’dge des petits en nous référant au
calendrier gestationnel décrit par Evans & Christensen (1979). L’échographie tient une place de choix

dans ces techniques. Exemple d’un calendrier de gestation selon Concannon (2000) (tableau 6).
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Tableau 6 : Déroulement des différents événements d’une gestation chez la chienne

(Concannon, 2000).

Jours de Evénements et évolution des parametres cliniques Jours
LH ovulation
0 Décharge ovulante de LH -2
2 Ovulation 38 a 58 heures apreés le pic de LH 0
5 Maturation ovocytaire dans I’oviducte distal 3
Si saillie :Fécondation
6 Si saillie : embryon a 1-2 cellules 4
Sinon : ovocytes matures toujours fécondables
7 Si saillie : embryon a 2 cellules 5
Sinon :Début de dégénérescence ovocytaire
8 Si saillie : embryon a 4 cellules 6
Sinon :saillie tardive donnant de petite portees
9 Si saillie : embryon a 4-8 cellules 7
Sinon : saillie rarement fécondante
10 Embryon a 8-16 cellules dans 1’oviducte 8
11 Embryon a 16-32 cellules (Morula) 9
12 Entré de la Morula entourée de sa zone pellucide dans la corne utérine 10
16 Croissance des embryons et amincissement des la zone pellucide 14
17 Arrét de la migration 15
18 Vésicules>1mm de diametre décelables a I’échographie 16
20 La zone pellucide a disparue 18
22 Dilatation utérine visible a I’échographie 20
L’embryon est attaché a I’endometre, I’invasion par le trophoblaste
débute
23 Embryon bien visible a 1’échographie 21
24 Cornes utérines d’environ 1 cm de diametre palpables 22
25 Battements cardiaques bien détectables a I’échographie 23
28 Placenta zonaire visible a I’échographie, Relaxine bien détectable 26
30 Cornes utérines de 3 cm de diametre bien palpable 28
34 Mise en évidence d’une anémie maternelle 32
36 Bourgeons des membres visibles a 1’échographie 34
42 L’embryon commence a étre plus long que le placenta 40
46 Premiere détection radiographique : carné et colonnes vertébrales 44
58 Bassin, membres et possiblement les dents détectables a la radiographie 56
60 Dents visibles a la radiographie / progestéronémie > 3 ng/ml 58
62 Déclin de la progestéronémie / la chienne commence a faire son nid 60
63 Parturition précoce / gestation courte (intervalle normal) 61
64 parturition précoce / gestation normale 62
P4< 2ng/ml 12 a 24 heures avant la mise bas

65 Date moyenne de parturition 63
66 Mise bas tardive(intervalle normal) 64
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3.3 Modifications physiologiques de la chienne gestante
Un certain nombre de modifications physiologiques surviennent chez la chienne gestante, il ne faut
pas les confondre avec un état pathologique: (Dumon & Fontbonne , 1992) .

3.3.1 Modification hématologiques

Une anémie normocytaire et normochrome survient progressivement 7 a 9 semaines apres les
chaleurs et est plus marquée chez les chiennes gestantes. Elle devient maximale prés du terme et dure
encore 8 a 12 semaines apres la mise bas. Elle se traduit par une baisse de I'némoglobine qui peut
aller jusqu'a 20-40% et par une baisse de I'nématocrite qui peut aller jusqu'a 29-35%. Cette anémie de
gestation est en partie due a ’hémodilution provoquée par I’augmentation du volume plasmatique
(Dumon & Fontbonne , 1992). Une leucocytose modérée est présente (jusqu'a 17000 globules
blancs/mma3).

3.3.2 Modifications biochimiques

Augmentation du cholestérol sanguin 3 a 8 semaines apres 'cestrus que la chienne soit gestante ou
non. Augmentation des protéines totales (PT) 3 a 8 semaines aprés l'cestrus que la chienne soit

gestante ou non.

Diminution de la calcémie 50 jours apres l'ovulation. Cette hypocalcémie ne doit pas étre compensée
par des suppléments calciques car cela provoque une mise au repos des mécanismes compensateurs
de la calcémie avec un risque élevé pour la chienne de présenter une éclampsie (hypocalcémie +

convulsions) a la mise bas, moment ou la lactation débute (Dumon & Fontbonne , 1992) .

3.3.3 Moadifications cardio-vasculaires

Augmentation de la volémie

Augmentation du débit cardiaque de 40% pour compenser la volémie et la pression de perfusion
placentaire. Augmentation de la fréquence respiratoire pour couvrir les besoins métaboliques du

feetus, la consommation d'oxygéne augmente de 20% (Dumon & Fontbonne , 1992).
3.3.4 Modifications hormonales

Augmentation de la résistance a l'insuline en metcestrus, encore plus marqué quand la chienne est
gestante. Celle-ci résulte des hauts taux circulant de progestérone durant cette période et peut

favoriser I'apparition d'un état pré-diabétique (Dumon & Fontbonne , 1992).
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3.3.5 Modification comportementales
La chienne peut devenir « collante » ou distante.

Une diminution de la prise alimentaire peut étre observée vers trois semaines de gestation puis a

partir de la 5'ME semaine les besoins énergétiques sont multipliés par 1,2 a 1,7, en fonction de la

taille de la portée, il faut alors augmenter progressivement les apports journaliers de 15 a 60%.

Une semaine avant la mise bas, la chienne « gratte le sol » avec ses antérieurs, ceci est en rapport

avec la reprise de l'activité contractile de I'utérus (Dumon & Fontbonne , 1992).
3.3.6 Modification physiques

Une augmentation du poids corporel de 20 a 55% (en moyenne 35%) s’observe surtout vers le

deuxieme mois (Dumon & Fontbonne , 1992).

POINTS IMPORTANTS

> Nidation tardive

> Placenta endothélio-chorial

> Durée de la gestation: 63 jours apres l'ovulation

> Pas de relais de sécrétion de progestérone placentaire chez la chienne gestante

> Nombreuses modifications physiologiques chez la chienne gestante.
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3.4 Diagnostic et suivi de la gestation

Il n'y a pas de signes cliniques précoces de gestation. Aucun diagnostic clinique n'est possible
avant 19 a 21 jours aprés la fécondation. Certains examens permettent un diagnostic précis de
la gestation, d'autres servent seulement d'indices (figure 47) Il existe trois méthodes de
diagnostic assez précoces : la palpation, I'échographie et le dosage de la relaxine, et une
meéthode plus tardive: la radiographie.

3.4.1 Signes physiques liés a la gestation

a. Modifications comportementales

La chienne peut devenir « collante » ou distante.

Une diminution de la prise alimentaire peut étre observée vers trois semaines de gestation ;

puis a partir de la 5'€ME semaine les besoins énergétiques sont multipliés par 1,2 a 1,7, en
fonction de la taille de la portee, il faut alors augmenter progressivement les apports

journaliers de 15 a 60%.

Une semaine avant la mise bas, la chienne « gratte le sol » avec ses antérieurs, ceci est en

rapport avec la reprise de l'activité contractile de I'utérus (Fontbonne, 2003).

On peut observer chez les chiennes gestantes une augmentation de 1’appétit qui correspond a
I’anabolisme gravidique, avec dans certains cas, une modification des godts alimentaires
(Tainturier & Alain, 2005).

Durant la seconde moitié de la gestation, on note parfois un degré variable de pollakiurie.
Enfin, plus tardivement, au début du stade contemporain des prodromes du part, la femelle a
tendance a s’isoler dans un lieu écarté pour y mettre bas dans la tranquillité .Le caractére de

I’animal peut changer, la femelle devenant plus calme, ou plus craintive, cherchant la solitude.

(Tainturier & Alain, 2005).

Une anorexie ou une hyporexie transitoire de quelques jours peut étre constatée vers le
2gi€Mme jour. (Concannon & Verstegen 2004).Ce signe peut étre favorable mais n’est pas
présent chez toutes les chiennes (Fontbonne, 2003). Une augmentation moyenne de 40% de
la prise alimentaire peut étre observée aprés 5 semaines (Fontbonne, 2003 ; Concannon,

2005).
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b. Changements d'aspect de la femelle

e Prise de poids :
La prise de poids varie de 20 a 55% (13) avec une moyenne de 35% (Fontbonne, 2003).

Outre la stimulation de I’appétit, I’anabolisme gravidique se traduit par une augmentation,
souvent sensible, des dépdts adipeux sous cutanés dans la région abdominale, celle-ci
semblant bien visible chez les primipares (Yves Piedvache & Luky, 2006).

Cette adipose, associée a 1’élévation de la masse utérine, engendrera une augmentation de
poids corporel. Celui-ci est toutefois assez tardif, ne devenant perceptible qu’a partir de la
cinquieéme semaine, sa rapidité¢ étant par ailleurs fonction du nombre de feetus portés par la
meére. On peut citer des variations pondérales de 1 kg pour une chienne de 4,5 kg environ,
voire 7 kg pour une chienne pesant 27 kg (Tainturier & Alain, 2005).

La silhouette abdominale s’arrondit_du fait de la distension de cette région. Ces modifications
sont manifestes lorsque la chienne est examinée debout de trois- quarts avants, de trois-quarts
arriére et de profil. On peut ainsi apprécier les rapports respectifs des diametres thoracique et
abdominal (Tainturier & Alain, 2005).

L’augmentation du volume de I’abdomen (tout comme 1’augmentation du poids corporel) est
manifeste a partir de la cinquiéeme semaine de gestation. Mais chez les chiennes de grand
format, les femelles déja grasses et celles qui portent juste un ou deux petits, I’appréciation de

ces transformations est beaucoup plus délicate (Royal et al. 1979).

Les glandes mammaires_subissent des modifications caractéristiques, surtout appréciables
chez les primipares. Au J35-LH soit J27-DS jour de la gestation, on peut observer sur une
peau dépigmentée, I’apparition d’une coloration rose claire au niveau des mamelons en saillie

qui s’allongent et deviennent turgescents (Tainturier & Alain, 2005).

Ultérieurement, vers le J45-LH soit J37-DSjour la longueur des tétines s’est encore accrue, et

une coloration peut apparaitre sur tout ou partie des mamelons (Tainturier & Alain ,2005).

Aux alentours du 50éme jour, ’hypertrophie des mamelles est devenue tres nette et s’accroit
graduellement jusqu’au terme. Deux ou trois jours avant la mise bas, une sécrétion aqueuse

peut sourdre des tétines (Royal et al. 1979).
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Chez les multipares, ces transformations ne sont plus observées, I’hypertrophie mammaire
débute environ une semaine avant le terme, et du lait peut étre recueilli par pression des

tétines dans les jours qui précedent la mise bas (Royal et al. 1979).

Les autres modifications de I’habitus concernent une intensification de la ventilation
pulmonaire. La fréquence des mouvements respiratoires, qui est normalement de 1’ordre de 16

a 18 pour une chienne adulte, s’accélére sensiblement (Tainturier & Alain, 2005).

Ces signes physiologiques accompagnent la gestation, mais ils se révelent a eux seuls, tres
insuffisants pour permettre un diagnostic de gestation. Ils ne permettent qu’une simple
présomption relativement tardive, de [I’état gravidique (Tainturier & Alain, 2005).
Un certain nombre de modifications physiologiques surviennent chez la chienne gestante, il

ne faut pas les confondre avec un état pathologique:
e Modifications cardio —vasculaire :

Augmentation du débit cardiaque de 40% pour compenser la volémie et la pression de
perfusion placentaire (Dumon & Fontbonne , 1992). Augmentation de la fréquence respiratoire
pour couvrir les besoins métaboliques du feetus, la consommation d'oxygene augmente de

20%. (Fontbonne, 2003).

3.4.2 Témoins biologiques de la gestation

La chienne présente une anémie normocytaire normochromique physiologique principalement
en raison de I’augmentation du volume plasmatique. Cela facilite la circulation sanguine dans

les vaisseaux place taux (Concannon, 2005).

L’hématocrite commence a chuter a partir du o5leme jour apres le pic de LH, il est inférieur a
40% en fin de gestation et peut atteindre une valeur de 31% au terme. L hématocrite redevient
normal dans un intervalle de 1,5 a 3 mois aprés la mise bas (Concannon, 2005). Une

thrombocytopénie peut étre associée a cette anémie physiologique. (Concannon, 2005).
a. Parametres biochimiques

Une anémie normocytaire et normochrome survient progressivement 7 a 9 semaines apres
les chaleurs et est plus marquée chez les chiennes gestantes. Elle devient maximale prés du

terme et dure encore 8 a 12 semaines apres la mise bas. Elle se traduit par une baisse de
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I'némoglobine qui peut aller jusqu'a 20-40% et par une baisse de I'nématocrite qui peut aller
jusqu'a 29-35%. Cette anémie de gestation est en partic due a I’hémodilution provoquée par

I’augmentation du volume plasmatique. (Concannon, 2005).

Une leucocytose modérée est présente (jusqu'a 17000 globules blancs/mm3). (Concannon,
2005).

Augmentation du cholestérol sanguin 3 a 8 semaines apres l'cestrus que la chienne soit

gestante ou non.

Augmentation des protéines totales (PT) 3 a 8 semaines apres l'cestrus que la chienne soit
gestante ou non. (Concannon, 2005).

Diminution de la calcémie 50 jours aprés l'ovulation. Cette hypocalcémie ne doit pas étre
compenseée par des suppléments calciques car cela provoque une mise au repos des
mécanismes compensateurs de la calcémie avec un risque élevé pour la chienne de présenter
une éclampsie (hypocalcémie + convulsions) a la mise bas, moment ou la lactation débute.
(Concannon, 2005).

Des électrophoréses sur le plasma sanguin de chiennes gestantes révelent des
variations qui peuvent étre résumées comme suit (Royal et al. 1979). Une diminution de
I’albumine, un accroissement des globulines, exceptionnellement une augmentation de

globuline, et jamais d’¢lévation du taux des globulines.

Ces estimations deviennent utilisables a partir de J40-LH soit J32-DS (Concannon et al..
1989) de la gestation.

Par ailleurs, il faut signaler qu’au cours de certaines affections utérines telles que les métrites,
la métrorragie ou les pyrométres, une augmentation réguliéere des Alpha 2 et des Gamma

globulines pourra étre remarquée (Royal et al. 1979).

La chute du nombre des hématies, consécutive a 1’cestrus est d’environ 17 %. Elle atteint 33
% lors de fécondation (Royal et la. 1979). Cette réduction des globules rouges serait décelable

dés la 3éme semaine de gestation (Royal et al. 1979).

Le taux d’hémoglobine subit une baisse proportionnelle a celle du nombre des érythrocytes.
Parallélement, on assiste a I’apparition d’une leucocytose assez importante. Elle devient nette

a partir de la 4éme semaine (Royal et al. 1979).
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La chienne peut présenter une hypo albuminémie (Concannon, 2005).

La concentration des protéines totales peut également étre diminuée, ce qui provoque une
baisse de la pression oncotique. Le calcium peut étre diminué. (Concannon, 2005).

De nombreuses protéines de 1’inflammation tels que la protéine C-réactive, 1’haptoglobine,
I’acide glycoprotéique, la céruloplasmine et le fibrinogéne ont un taux qui augmente des le
début de la placentation. Cela est di a la réaction inflammatoire qui survient au niveau de
I’endométre lorsque celui-ci est érodé par le trophoblaste (Romagnoli,2006) .

Le fibrinogéne est produit par le foie, son taux normal varie entre 100 et 150 mg/dl. Chez la
chienne gestante, le taux monte a des valeurs se situant entre 250 et 300 mg/dl autour du 25-
ogleme ieme

jour aprés I’ovulation. Une valeur de 300 mg/dl au 28 jour est considérée

comme apportant 100% de précision dans un diagnostic de gestation (Romagnoli,2006).

L’haptoglobine et la céruloplasmine sont liées respectivement au fer et a I’hémoglobine. Le
taux normal en haptoglobine est de 35-50 mg/dl, chez la femelle gestante il est de 75-100
pieme

mg/dl vers le 18-2 jour apres I’ovulation (Romagnoli, 2006).

Chez une femelle en bonne santé, I’augmentation des concentrations des facteurs de
I’inflammation est un indicateur indirect de I’implantation et peut étre utilisé en pratique
dans le diagnostic de gestation. Bien sdr, il est nécessaire de faire un bilan sanguin avant la
mise a la reproduction pour connaitre les valeurs de départ (Romagnoli, 2006) .

b. Dosages hormonaux
e Relaxine

le dosage de la relaxine a I’aide des kits de dosage Reprocheck © ELISA (dosage quantitatif)
ou Witness Relaxin © (immuno-migration qualitative) (Synbiotics), est une méthode fiable
et précise. Le test ELISA peut étre positif a partir de 20-23 jours et le test WITNESS a partir
de 26-30 jours (Concannon & Verstegen, 2004). En effet, le placenta débute la sécrétion de

I’hormone entre le 24iéme etle 28iéme

jour suivant la décharge ovulante, jusqu’au part. Son taux atteint un maximum de 4 a 6 ng/ml,
2 a 3 semaines avant la mise bas, et reste ¢élevé jusqu’au part (Romagnoli, 2006) .La
concentration de cette hormone peut varier suivant les races, ainsi une chienne Labrador aura

un taux plus élevé que celui d’une chienne Beagle. L’intensité du signal est également
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dépendante de la taille de la portée. Ce dernier est important plus le signal sera élevé. Selon

Concannon (2005), le test est plus fiable et donne moins de faux négatifs apres le 3pleme jour.
Selon Fontbonne (2003), la fiabilité est optimale aprés 25 jours. Si le résultat du test est

negatif il faut le refaire une semaine plus tard.
e Prolactine

Le taux de cette hormone augmente a partir du 251€Me jour aprés le pic de LH selon

Romagnoli (2006) et a partir du 3Oiéme jour selon Concannon & verstegen (2004), jusqu’a la
lactation. Chez la femelle non gestante son taux est faible (< 2ng/ml) lors de la deuxiéme
moitié¢ du dicestrus alors que chez la chienne gestante sa concentration augmente lors de la
derniere semaine de gestation a une valeur d’environ 40 ng/ml puis a environ 100 ng/ml 1 a 2
jours avant la mise bas. Le pic de prolactine est supérieur a 100 ng/ml et il a lieu 1 a 2 jours
aprées la parturition. La prolactine induit le développement mammaire et a la lactogenese
lors des 30 derniers jours de gestation alors que la progestérone inhibe la lactation. La chute
de la progestéronémie au moment de la mise bas, et la montée de la prolactinémie, provoque

la synthese et la secrétion de lait (Concannon & verstegen,2004) .
e Progestérone

Comme nous I’avons vu précédemment, le dosage de la progestérone est utilisé dans la
détermination de la date d’ovulation. Il ne peut étre utilisé pour diagnostiquer une gestation
car la progestéronémie d’une chienne gestante est similaire a celle d’une chienne non
gestante. Cependant, lors du suivi de la gestation, cette hormone peut étre dosée afin de
vérifier qu’il n’y a pas d’insuffisance lutéale. En effet, si la progestéronémie est inférieure a
4-5ng/ml avant le 55iéme jour cela peut provoquer ’avortement puisque la progestérone est
la seule hormone nécessaire au maintien de la gestation (Concannon, 2005).
e QOestrogénes
Leur concentration est trés variable et leur dosage ne procure aucune information utile

(Concannon, 2005).
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3.4.3 Datation échographique de la gestation

11 existe différentes maniéres d’établir la chronologie des événements d’une gestation. Le jour
servant de point de départ peut varier. Voici selon Concannon (2000), une liste de JO dont la

fiabilité est décroissante :

- Pic de LH déterminé par le dosage de la LH plasmatique

- Pic de LH déterminé par la mesure de P4 par RIA ou ELISA

- Ovulation déterminée par échographie ovarienne

- Pic de LH ou ovulation déterminés par un kit ELISA de mesure de P4

- Pic de LH déterminé par le dosage de LH urinaire ou plasmatique a 1’aide d’un kit
LH

- Pic de LH et/ou ovulation deduit par la mise en évidence de la fin de 1’cestrus
cytologique

- Ovulation déterminé par vaginoscopie

- Ovulation déduit a partir du moment ou la vulve s’assouplie.

Plusieurs études, qui traitent toutes du suivi de la gestation de la chienne dans le

tableau récapitulatifci-dssous (tableau?7).

.



Tableau 7: Protocoles expérimentaux des différents auteurs cités

SONDE FREQUENCE
AL"ATRETLIJSEEEST ANIMAUX g;OELg AJ\(%I%E,\ILA ECHOGRAPHIQUEEUT! | DES

LISE. EXAMENS
YEAGER AE, 16 chiennes . Sectorielle 7,5 MHz Quotidiens
CONCANNON Beagles Pic de LH (J0-LH) de J15-LH a J25-
PW.1990.

LH

ENGLAND GCW. et | 50 chiennes . Sectorielle: 5 MHz .
COLL.1990 Pic de LH (JO-LH) Linéaire: 7,5 MHz Chaque 3 jours
ENGLAND GCW., Pic de LH, calculé a

ALLEN WE.1990.

1 groupe : 6

65j du pré-partum (JO-

Sectorielle: 5 MHz

Fréquente entre

o %6 LH) Linéaire: 7,5 MHz J20 et J30.
éme groupe:

La saillie (JO-S
POLLETT., Berger allemand (10-5) Linéaire: 5SMHz Non signalé
VIAUD F. Yorkshire Sectorielle: 3,5 MHz
1988.
TOALRL. et COLL. 55 chiennes Premiére saillie (JO- Sectorielle : 3et 5 MHz Chaque jour
1986 . PS)
SHILLE VM., Ovulation calculée a Linéaire: 3 MHz
GONTAREK J. 9 Greyhounds 63j du pré-partum (JO- Hebdomadaire
1985. ov)
CARTEE .RE. . Derniére saillie Sectorielle:3,7 et10 MHz
ROWELS T. 118 CT'emeS en observee. (JO-DS) Chaque 2 jours
1084 . consultation
INABAT., ET Ovulation (JO-OV) Linéaire 5MHz ,
COLL.1984. 2 Beagles Fréquente
BONDESTAM S.ET 145 chiennes en Derniére saillie (JO- Linéaire 2,4 MHz .
COLL.1984. consultation DS) Chaque 14 2 jours
STOWATER JL ET 6 Bergers Derniére saillie (\]O- DS) Sectorielle:5 et 7, 5 MHz ) )
COLL. 1989. Allemands Non signalé
CONCANNON 8 chiennes Pic de LH (JO-LH) et Sectorielle 7,5 MHz o
P.W., MC CANN Derniére saillie Quotidiens
J.P., TEMPLE M. (J0- DS)
(1989)
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3.4.3.1 Diagnostic précoce de la gestation

Inaba et al. (1984) visualisent les premieres vésicules embryonnaires a J24-OV.

Shille & Gontarek (1985) effectuent le premier diagnostic a J19-OV.

England et al. (1990) effectuent les premiers diagnostics précoces de gestation ont lieu a
J21-LH et J22-LH, le diamétre externe des vésicules embryonnaires est de 0,9 a 1,1 cm, ce
qui correspond a la taille des ampoules palpées a ce stade d’aprés Concannon et al. (1989)
a J21-LH et J22-LH soit J13-DS et J14-DS.

Yeager & Concannon (1990), sur 2 femelles, identifient les premiers sacs embryonnaires
sont observés a J17-LH et J18-LH, Soit J9-DS et J10-DS d'aprés Concannon et al. (1989).

Les vésicules anéchogénes sont alors de tres petite taille: 1 mm de diametre. Sur les 13
autres chiennes, les ampoules sont visualisées a J19-LH ou J20 -LH plus aisement: le sac
anéchogene oblong mesure 1 a 2 mm de large sur 2 a 4 mm de long (il est entouré d’une
ceinture choriale de 3 mm environ). Les auteurs observent une croissance exponentielle des
sacs embryonnaires entre J17-LH et J25-LH, Soit J9-DS et J17-DS d'apres Concannon et al.
(1989).

Ce qui ameéne la largeur de la vésicule embryonnaire a 5 mm entre J22-LH et J24-LH Soit
J14- DS et J16-DS d'apres Concannon et al. (1989).

Les résultats de ces différentes études sont concordants. Nous retiendrons que dans le cadre
de ces expérimentations, le diagnostic échographique de gestation est rendu possible a partir
de J12-DS Soit J20-LH, et que dans des conditions optimales d’examen, la découverte des
ampoules peut méme étre plus précoce et se situer entre J9-DS et J10-DS soit J17-LH et
J18- LH.

D’autres études rapportent des résultats qui peuvent paraitre assez différents des précédents.
La variation des dates est essentiellement due au choix du premier jour de la gestation:
Cartee & Rowles (1984) suivent les gestations de chiennes de différentes races présentées
en consultation par leur propriétaire. Un premier diagnostic de gestation positif est donné a
J7- DS et ’embryon devient visible a 10 jours apres la derniére saillie observé.

Pollet & Viaud (1988), notent que la gestation est suivie a partir de J16-S.

Stowater et al. (1989) échographient les vésicules embryonnaires anéchogenes pour la
premiére fois entre J11-DS et J25-DS.

Les conclusions de ces études sont en fait compatibles avec les précédentes:

Yeager & Concannon (1990) qui indiguent que le premier diagnostic de gestation est
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possible a J19-LH et J20-LH, précisent également que ce résultat correspond a une
découverte des ampoules entre J13 et J2I apres la premiére saillie dans le méme groupe de

chiennes, et que le diagnostic le plus précoce a lieu 10 jours apres la derniére saillie.

3.4.3.2 Vitalité des feetus

e Les signes de vitalité des feetus

Ces signes sont donnés par 1’activité cardiaque et la mobilité des foetus.

Yeager & Concannon (1990), détectent les battements du coeur entre J23- LH et J25-LH ce
qui correspond entre J15-DS a J17-DS, d'apres Concannon et al. (1989) qui mesure alors
entre 1 et 4 mm. Ils sont reconnus comme un mouvement de tremblement au centre de

I’embryon.
Shille & Gontarek (1985) les observent dés J20-OV.

D’autres études indiquent que ce signe de la vitalité des embryons est apprécié plus

tardivement:

Inaba et al. (1984) échographient les battements cardiaques a J48-OV et les
premiers mouvements des feetus a J40-OV.

Cartee & Rowles (1984) repérent les premiers battements du cceur des embryons
a J28- DS et la mobilité des foetus entre J34-DS et J37-DS.

England et al. (1990) échographient les mouvements cardiaques 33 jours avant
la mise bas (soit J32-LH).

Description des embryons, que fait Evans & Christensen (1979) a ces stades de
la gestation : Bulbe cardiaque proéminent a J21-LH et Concannon et al. (1989) :

Bulbe cardiaque proéminent a J14-DS a J17-DS soit J22-LH a 25-LH.

e Lessignes de mortalité feetale

Chez un feetus suffisamment développé, I’absence de battements cardiaques sera
évidemment le premier signe de mortalite.

Il sera trés facilement interprété a partir des stades ou les cavités cardiaques sont
échographiées, soit & partir de J40-LH d’aprés England et al. (1990), 32-DS (Concannon et
al. (1989) et entre J35-LH et J40-LH soit J27-DS et 32-DS d’aprés Concannon et al.
(1989).




Chez I’embryon plus jeune et tant que le cceur n’est échographié que par ses pulsations,
I’interprétation de ce seul signe sera plus subjective.

Davidson et al. (1986) ont suivis la gestation de chattes par échographie. Durant une
laparotomie pratiquée entre J21 et J31 de la gestation. Sur plusieurs femelles, certains foetus
sont euthanasies sans ouvrir I’'utérus et en maintenant les ampoules intactes.

L’examen échographique postopératoire des chattes permet de suivre 1’évolution de ces
ampoules. Les différences entre les feetus morts et vivants apparaissent immédiatement: a ce
stade de la gestation (de J31 a J38), Le jour du début de la gestation na pas était cité par
l'auteur.

Les foetus vivant, la téte et le tronc sont trés bien différenciés, les bourgeons des membres
sont échographiés ainsi que les battements cardiaques et les mouvements.

Les feetus morts apparaissent immédiatement inertes, et perdent dans les 24 heures leurs
contours morphologiques caractéristiques. Ensuite la masse corporelle va en diminuant et se
condense en un amas ovoide d’échogénicité hétérogene.

Une involution utérine a été détectée sur une chatte avec la formation de plis de la paroi
utérine a I’intérieur de I’ampoule et la disparition du feetus 9 jours aprés la laparotomie. Des
radiographies pratiquées dans les 7 jours qui suivent la chirurgie ne donnent aucun
renseignement sur la mortalité des feetus.

3.4.3.3 Dénombrement des feetus

Bondestam et al. (1984) ont effectué ce comptage sur 77 chiennes gestantes de toutes races;
il se révele exact chez 58 femelles, soit dans 75% des cas. lls observent que la précision de
I’examen augmente a mesure que la gestation approche du terme, et que les portées de
grande taille ont tendance a étre sous-estimees, tandis que les portées de petite taille sont
surestimees.

Différentes raisons expliquent ces erreurs selon Toal et al. (1986), la sous-estimation
intervient lorsqu’une ampoule reste en dehors du champ de la sonde ou est ¢liminée du
décompte car elle semble avoir été retenue au précédant mouvement de balayage, également
lorsqu’une ampoule est masquée par un artéfact de réverbération ou une ombre acoustique
de gaz intestinal en début de gestation. La portée est surestimée quand un foetus est compté
deux fois lors des différents balayages de la sonde, mais Toal et al. (1986) mentionnent
également la mort feetale avec résorption de I’ampoule pendant la premiere moiti¢ de la
gestation, ou le cannibalisme de la mére a la naissance quand un petit est mort-né.

Toal et al. (1986) comparent la précision de la palpation trans-abdominale, la radiographie et

I’échotomographie dans I’estimation de la taille de la portée:
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La palpation abdominale apparait comme le moyen le moins fiable dans ce domaine,

quelque soit le nombre des feetus ou le stade de la gestation.

La radiographie offre la meilleure précision, mais il faut attendre les 45 jours de gestation
(premicere saillie), pour pouvoir pratiquer I’examen et compter les squelettes sur le cliché de
profil.

L’échographie donne des résultats intermédiaires, 33 chiennes gestantes sont échographiées,

le dénombrement des feetus est exact dans 36% des cas. Toal et al. (1986) retrouvent la
méme tendance que Bondestam et al. (1984) ont sous-estimé les portées de grande taille et
inversement; Toal et al. (1986) observent que la précision augmente a mesure que la
gestation progresse : 0% avant J23 (premiére saillie), 20% entre J24 et J33, 38% entre J34 et
J42, et 50% aprés J43 (la précision de la radiographie avoisine les 100% pendant cette
derniére période), la grande taille des foetus permet de les identifier plus facilement, surtout
dans les portées de petite taille. En revanche, lorsque les foetus sont nombreux, leur
chevauchement et I’intrication des ampoules rendent leur comptage tres difficile. Un double
balayage de I’abdomen longitudinal puis transversal permet d’affiner le diagnostic, mais il
apparait que les portées de 6 chiots ou plus ne peuvent pas étre évaluées avec precision.
Shille & Gontarek (1985) arrivent a une conclusion semblable, puisqu’ils estiment que le

dénombrement des foetus ne peut étre fiable que sur des portées de 4 chiots maxima.

England & Allen (1990) ont pratiqués des échographies entre J28-LH et J32- LH sur 16
chiennes gestantes; 10 (2/3) d’entre elles avaient une portée de plus de 5 chiots. La précision
du comptage était de 32% (1/3), et celui-ci n’était exact que sur des chiennes gestantes de 1 a
5 petits ce qui corrobore les résultats de Toal et al. (1986).

Concannon et al. (1989) précisent que c’est entre J28-LH et J35-LH Soit J36- DS et J41-
DS, que le dénombrement des foetus est le plus facile et que les différentes parties du corps
feetale deviennent clairement visible a 1’échographie, a partir du J40-LH. Soit J32-DS apres

la saillie fécondante.
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3.4.3.4 Période embryonnaire
L’ampoule anéchogér}e persiste pendant un laps de temps assez court, tant que I’embryon est
insuffisamment individualisé (tableau 8).
La durée de cette période est de 3 jours entre:

- J19-LH et J2I-LH, Soit J11-DS et J13-DS (Concannon et al. 1989).

- J20-LH et J22-LH Soit J12-DS et J14-DS, (Yeager & Concannon, 1990).

- J7-DS et J9-DS, soit J14-LH et J17-LH (Cartee & Rowles,1984).

- Mais certains auteurs mentionnent une période plus longue, entre J24-OV et J31-OV

(Inaba et al. 1984) ou entre (J11-DS et J15-DS) et (J16-DS et J24-DS) (Stowater et
al. 1989).

L’ampoule embryonnée, contenant I’embryon sous une forme encore mal définie, s’observe
a partir de :

- J23-LH et J25-LH, Soit J15-DS et J17-DS (Yeager & Concannon, 1990).

- J17-DS (Stowater et al.1989).

- J10-DS, (Cartee & Rowles, 1984).

- J32-0V, (Inaba et al. 1984).

- J19-LH et J22-LH Soit J10-DS et J25-DS. (Concannon et al. 1989).
La distinction entre la téte et le tronc est manifeste sur une coupe longitudinale de I’embryon
a partir de:

- J35-LH et J40-LH Soit J27-DS et J32-DS (Concannon et al. 1989).

- J35-LH (England et al 1990).Soit J27-DS, (Concannon et al. 1989).

- J34-DS et J37-DS, (Cartee & Rowles, 1984).

- 1 semaine apreés la premiére visualisation de 1’embryon, (Stowater et al. 1989).
Mobilité de I’embryon s’observe a des périodes trés variables suivant les auteurs:

- J20-0V, (Shille & Gontarek , 1985).

- J28 -DS, (Cartee & Rowles, 1984).

- J30-LH (England et al. 1990) .Soit J22-DS (Concannon et al.1989).

- J40 -0V, (Inaba et al. 1984).

- Entre J28-LH et J35-LH Soit J20-DS et J27-DS (Concannon et al. 1989).
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Tableau 8 : Premiére détection échographique de différents stades du développement
embryonnaire et de la parturition (Yeager & Concannon, 1990).

Moyenne + / - écart type (intervalle) du

jour de la premiére observat ion

apreés le picde LH apres la premiére saillie

Ampoule anéchogeéne (n=13) 19,5+/-0,2 (184 20) 16,9+/-0,7 (15a21)

Masse embryonnaire (n=13) 235+/-0,2 (23a25) 20,9+/-0,5(184a 24)

Battements cardiaques (n=13) 24,2+/-0,2 (232 25) 21,3+/-0,5(19a 25)

Parturition (n=11) 64,7 +/-0,2 (63 2 66) 32,3+/-0,5 (59 a 66)

3.4.3.5 Période feetale

Selon England & Allen (1989) a J40-LH, les contours de I’embryon sont bien nets, la téte
et le corps se différencient. A partir de J40-LH le créne et les vertébres générent des cones
d'ombre, les gros vaisseaux, les cavités cardiaques ainsi que les valvules sont échographiés.
Apreés J45-LH le foie, les poumons et ’estomac sont visualisés. Dans les 10 derniers jours, la
vessie, les reins, le cordon ombilical et ses vaisseaux et la vésicule biliaire (pour une chienne

sur quatre) sont observes.
England et al. (1990) précisent qu'a J30-pp (J40-LH) ; J32-DS selon Concannon et al. (1989).

Les contours de I’embryon sont bien nets, la téte et le corps se différencient a partir de J25-pp
(J40-LH) le crane et les vertebres générent des cones d’ombre, les gros vaisseaux, les cavités

cardiaques ainsi que les valvules sont échographiés.

Apres J20-pp (J45-LH) selon England et al. (1990) ; J37-DS selon Concannon et al. (1989).
Le foie, les poumons et ’estomac sont visualisés. Dans les 10 derniers jours, la vessie, les
reins, le cordon ombilical et ses vaisseaux et la vésicule biliaire (pour une chienne sur quatre)

sont observés.

Cartee & Rowles (1984) indiquent a partir de J42-DS, le foie, ’estomac et le cceur sont

échographiés ; a J43-DS, les vertébres sont hyperéchogeénes ; a J47-DS les mémes centres
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d’ossification sont plus nets, mais n’engendrent pas encore de cone d’ombre. a partir de J49-

DS, l’aorte est visualisée ainsi que les orbites et la bouche.

Selon Inaba et al. (1984) : il faut attendre J48-OV pour observer 1’estomac, les battements et

les cavités cardiaques.

Selon Bondestam et al. (1984) : les feetus sur lesquels sont visualisés 1’estomac, la vessie, la
veine ombilicale et la faux cérébrale dans le plan médian du crane, sont agés d’au moins 40

jours aprés la derniére saillie.

Selon Stowater et al. (1989) : le foie, le cceur et les poumons sont mis en évidence entre J32-
DS et J39-DS, et I’estomac et la vessie sont échographiés le méme jour ou les jours suivants.
Selon Concannon et al. (1989), les différentes parties du corps feetale ainsi que les organes
internes deviennent clairement visibles a 1’échographie a partir du J40-LH ; J32- DS. La
mesure de la longueur de la colonne vertébrale permet de dater 1'age du foetus.

A 35 jours -ovulation, les doigts et les organes génitaux vont commencer a se différencier. Sa

longueur va atteindre 35 mm environ (Evans, 1993 ;Tainturier et al. 1998).

A 40 jours — ovulation, alors qu’il fait 65 mm de longueur, les paupiéres du feetus vont se

souder et les ongles vont apparaitre (Evans, 1993 ; Tainturier et al. 1998).

Les résultats de ces différentes études indiquent qu’il faut attendre Jusqu'a 30 jours apres la
derniére saillie soit environ 40 jours apres le pic de LH de gestation pour observer les organes

internes et le squelette du feetus.

Cependant il existe des variations parfois importantes entre les différents calendriers
gestationnels (les caracteéristiques des echographes, la fréquence des examens, le repere JO
choisi, en sont des causes probables Cependant, nous retrouvons régulierement le méme ordre
d’apparition des signes de la croissance fcetale: L’ampoule anéchogeéne/ I’embryon ovalaire/
la différenciation morphologique de ’embryon téte tronc/ parmi les organes abdominaux le

coeur/ les poumons et le foie/ I’estomac/ la vessie (tableau 9 , 10) .
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Tableau 9 : Développement embryonnairedu chiot

(Tainturier et al. 1998 ; Corre & Rozenbaum, 2004).

Age en jours depuis

Caracteéres reconnaissables a 1’écographie

1’ovulation
J22-J24 . o ) s . .
Sphére de 3mm de diametre plaquée contre le placenta, qui évolue tres rapidement:
s'allonge et s'éloigne du placenta.
Apparition des bourgeons des membres
Le cceur est fonctionnel et ses battements observables (cavités cardiaques non visibles)
J28 Le cou se dessine —individualisation de la téte, 'embryon prend la forme d'un 8
J29 Le corps s'allonge,
les premiers centres d'ossification sont actifs sur les os de la face et du crane
J30 Les membres antérieurs sont formés
J35 _
Les membres postérieurs sont formés — 4 membres entourent le tronc.
Différenciation des doigts et des organes génitaux Les
deux hémispheres cérébraux se forment.
L'ensemble des os de la face s'ossifie (os maxillaires, mandibulaires et nasaux) — le
museau est formé.
Le foetus effectue ses premiers mouvements (ondulations).
Début d'ossification des cotes.
J35-J37 Les arcades zygomatiques s'ossifient — les orbites sont formés, la téte prend la forme
d'un créne canin
J38 Différenciation de la région costale et de la région abdominale.
L'estomac et la vessie sont observables.
J40 La maquette cartilagineuse du squelette s'ossifie progressivement, les centres
d'ossification sont pleinement actifs sur quasiment tous les os.
Les vertebres et les cbtes s'individualisent.
Soudure des paupiéres Intestin rentré dans I'abdomen Apparition des griffes
J42 La limite entre les poumons et le foie est franche. Le foie est différenciable de la masse
intestinale.
Ja4 La vésicule biliaire devient visible
J45-J50 L'ossification du squelette s'accroit. Pigmentation et apparition des poils.
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Tableau 10 : calendrier gestationnel chez la chienne(Choquart, 2002)
(Basé sur le suivi de la gestation de 8 chiennes avec un échographe Aloka 500)

Age en jours | Characters reconnaissables a 1’écographie
depuis le pic de
LH
J21
Ampoules anéchogenes de 2 mm de diametre.
J22-323 Ampoules anéchogénes de 4 mm de diameétre x 4a 6 mm de long.
J24 Embryons ovalaires : longueur <5 mm / Battements cardiaques discernables
J27 Différenciation entre les chorions villeux et lisse.
J28 Embryon ovalaire , longueur : 10 mm .
J29 Allantoide et de la vésicule vitelline échographiées simultanément.
J30 Embryon en forme de 8.
J31 Premieres ossifications du crane sur les pariétaux et les frontaux.
34 Membres antérieur
J35 - . . . .
Membres postérieurs / Premiers signes de mobilité en ondulation
/ Ossification du créne et de la face : téte d’insecte.
J37 La vésicule vitelline vide forme un épais cordon dans I’axe de 1’ampoule
J38 Estomac : 3 mm de diametre.
J39 Longueurs feetus = placenta / Plastron costal et scapulas échogénes.
J40 Ossification des zygomatiques : aspect de la téte caractéristique du chiot
/ vessie irrégulierement échographiée : 3 mm de diamétre.
Jal Distinction poumons-foie / veine ombilicale / rachis avec 2 noya ux d’ossification par
vertebre
43 Ilium
J44 Cotes distinctes / 1° sternebres.
J46 Vésicule biliaire, diamétre :
3mm/ 3 noyaux d’ossification
par vertébre.
JA47 Cones d’ombre des vertébres.
J51 8 sternébres échogénes / Ischions.
J52 Vésicule biliaire ovalaire.




DEUXIEME PARTIE : ETUDE EXPERIMENTALE
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1. Objectifs de I’étude

Dans un premier temps I’objectif de ce travail est de déterminer le moment de 1’ovulation
ainsi que les différents remaniements au niveau de la muqueuse vaginale et de 1’ovaire au
cours des différentes phases du cycle, par la lecture des frottis vaginaux, 1’échographie des

ovaires ainsi que le dosage de la progestérone.

Dans un second temps vérifier I’efficacit¢ d’un traitement orale a base de la bromocriptine
(Parlodel® 2.5mg) pour I'induction des chaleurs, utiliser chez des chiennes en période
d’ancestrus tardif ainsi que pour ’anticipation de I’cestrus chez un autre groupe de chienne en

période de metcestrus tardif.

Dans un troisieme temps, établir un calendrier gestationnel par un suivi échographique de la
gestation afin de décrire et dater les étapes du développement embryonnaire et foetal a partir

du jour de la derniére saillie.
2. Lieu de I’étude :

La clinique de pathologie des carnivores, situé¢ a I'institut des sciences vétérinaires de Tiaret
est consacrés a la formation pédagogique des €tudiants vétérinaires ainsi qu’a la réalisation de
soins et de prise en charge médicale des carnivores domestiques, le volée suivi de la
reproduction des carnivores domestiques a était recemment introduit il comprend le suivi de la

gestation , des chaleurs et I’insémination artificielle essentiellement chez I’espéce canine.

Les chiens et les chiennes présentés pour consultation appartiennent a des propriétaires
(amateurs et professionnels) résidant dans la wilaya de Tiaret et ses environs. D’autres sont
gardés en permanence et ¢levés au niveau de I'institut pour des recherches en reproduction

canine (échographie, dosage hormonale, suivi de gestation ...... etc.)

Pour notre étude, un dossier était créé pour chaque nouvel animal ou sont consignés
quotidiennement les commémoratifs notamment la date d’apparition des chaleurs, nombre de
chaleurs par année, régularité du cycle, le mode de fécondation (accouplement naturel ou

Insémination artificielle), la parité, nombre de chiots, antécédents pathologiques.

Les interprétations des frottis vaginaux, les résultats des examens échographiques sont notés
cela va de méme avec les résultats du dosage de la progestéronémie, ce dernier est réaliser au

niveau un laboratoire privé apres expédition des tubes de prélévements.
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3. Durée de I’étude

L’étude s’est étalée sur une période débutant de janvier 2011 jusqu’au moi de janvier 2016

4. Matériel et méthodes

4.1 Animaux

Le nombre total des chiennes concernées par cette étude est de 95 chiennes de différentes

races agées de 6 mois a 10 ans avec un poids de 10 a35kg, dont 24 chiennes ont eu au moins

une gestation antérieure. Notons que dans cet effectif 19 chiennes étaient de race berger de

l’atlas. Les animaux étaient déparasités et correctement vaccinée.et ne présenté aucune

atteinte de leur état général.

4.2 Répartition de I’échantillon en fonction des parametres étudiés :

39 chiennes de différentes races agées de 6mois al0 ans (poids de 10 a 35 kg),
présentaient des chaleurs naturelle régulierement en consultation sur rendez-vous
étaient concernées par un suivi de leurs chaleurs en utilisant la cytologie vaginale et
1’échographie des ovaires a partir du 5°™ jours du preestrus et durant ’cestrus , nous
avons choisi comme marqueur du début des chaleurs le jours de I’apparition des
pertes vulvaires vue que c’est un repere facile a déterminer en clinique et facile a
interprété par le propriétaire , ce suivi était effectuer sur des chiennes ayant des
chaleurs naturelles

08 chiennes de race berger de I’atlas agées de 2 ans (poids de 14 a 16 kg), qui
présentaient un ancestrus tardif (>5mois) , ont recus traitement inducteur des chaleurs
par 'usage de la Bromocriptine (Parlodel ® 2.5mg) par voie orale a la posologie de 40
Hg/kg soit 0.04 mg/kg de poids vif, deux fois par jours , le retour des chaleurs étaient
suivi a partir du 5™ jours du preestrus et durant ’cestrus par lecture des frottis,
échographie des ovaires et dosage de la progestérone. Leurs gestations étaient
également suivies par échographie.

11 chiennes de race berger de I’atlas dgées de 4 ans (poids de 15 a 16 kg), qui étaient
en phase de metcestrus tardif (fin du metcestrus), ont regus un traitement inducteur des
chaleurs par 1'usage de la Bromocriptine (Parlodel ® 2.5mg) par voie orale a la
posologie de 20 pg/kg soit 0.02 mg/kg de poids vif, deux fois par jours , leurs chaleurs
étaient suivies a partir du 5™ jours du preestrus et durant I’cestrus par cytologie

vaginale, échographie des ovaires.
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e Un diagnostic et suivi de la gestation par échographie, sur 37 chiennes de différentes
races agées de 8 mois a 5 ans (poids de 10 a 35kg), ramenées réguliérement par leurs
propriétaires sur rendez-vous. Les 08 chiennes berge de l’atlas dont les chaleurs
étaient induites par la bromocriptine étaient également concernées par le suivi de la
gestation. de ce fait le nombre total était de 58 chiennes. Dans ce cas le repere choisi
pour déterminé le jour du début de la gestation (JO) est le jour de la derniére saillie
(JO-DS) étant donnez que toutes nos chiennes étaient soumise a de multiples saillies

naturelles contrélés.
4.3 Suivi des chaleurs
4.3.1 Animaux concernés

39 chiennes de différentes races agées de 6 mois a 10ans avec un poids de 10 a 35kg, regus
sur rendez-vous. Leur chaleurs (naturelles) etaient suivi par cytologie vaginale et échographie

des ovaires.

Chez 19 autres chiennes de race berger de I’atlas, un traitement inducteur des chaleurs a était
entrepris par 1’'usage (hors AMM) d’un antiprolactinique dont le principe actif est la

bromocriptine commercialisé sous le nom de Parlodel® 2.5mg en pharmacie humaine.
4.3.2 Techniques

Les examens étaient effectués tous les 1 a 2 jours a partir du 5™ jour du preestrus (le jour du
début des chaleurs était déterminé par le moment du debut des pertes vulvaires) et durant

I’ cestrus jusqu’au moment OU I’ovulation était diagnostiquée.
4.3.3 Protocole d’induction des chaleurs

La molécule choisie pour I’induction de chaleur était la bromocriptine un antiprolactinique
agoniste dopaminergique, disponible dans la pharmacie de I’homme connue sous le nom de
Parlodel ® 2,5 mg, qui était la seule molécule antiprolactinique a étre commercialisée en

Algérie sous forme de comprimé boite 30.

08 chiennes agées de 2 ans (poids de 14 a 16 kg), nullipares et ont présenté leur chaleurs
pubertaire entre 6 et 9 mois .Toutes n‘'ont montré aucun retour en chaleur de plus de 5 mois
(ancestrus tardif). La bromocriptine était administrée a la posologie de 40 pg/kg soit 0.04

mg/kg de poids vif, deux fois par jours par voie orale, le retour des chaleurs étaient suivi par
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lecture des frottis, échographie des ovaires et dosage de la progestérone. Leurs gestations
étaient également suivies par échographie.

11 chiennes agées de 4 ans (poids de 15 a 16 kg), ont présenté leur premiere chaleur
pubertaire entre 6 et 8 mois ont eu une gestation antérieure et avaient présentaient leur
derniere chaleur depuis 3 mois. Toutes étaient en phase de metcestrus tardif (fin du metcestrus)
et ont regus ce traitement par voie orale a la posologie de 20 pg/kg soit 0.02 mg/kg de poids
vif, deux fois par jours, afin d’anticipé 1’cestrus ; les chaleurs étaient suivies par cytologie

vaginale, échographie des ovaires.
4.3.4 Cytologie vaginale

Une fois que la chienne presentait des pertes vulvaires ce qui indiquait le début des chaleurs
(preestrus) un suivi cytologique était réalisé tout les 1 a 2 jours et ceci a partir du 6™ jour du
début du preestrus (les jours du début des chaleurs était déterminé par le début des pertes
vulvaires) et durant I’cestrus. Cela va de méme pour les examens échographiques et le dosage
de la progestérone. Les résultats de chaque examen effectué étaient notés sur des fiches

individuelles pour chaque animal (figure 41, 42,43).

Pour chaque visite, aprées écouvillonnage, un frottis vaginal était prépare sur des lames (lames
P-O) paquet de 50 lames (Reproduction Canine.eu, EARL le parangon du Roi, Bouhey —
France). Fixé au cyto-fixateur (cyto RAL) aérosol de 75 ml (Reproduction canine.eu, EARL
le parangon du Roi, Bouhey — France) .Coloré ensuite avec le trichrome d'Harris-Shorr (Kits
Diagnoestrus-RAL R&B, Reproduction canine.eu, EARL le parangon du Roy, Bouhey —

France).

Nous avons également utilisé en supplément pendant I’cestrus afin d’évaluer la kératinisation
cellulaires, la coloration May-Grinwald.Giemsa (Kits RAL. MGG 555, Reproduction

canine.eu, EARL le parangon du Roy, Bouhey — France).

L’indice éosinophilique (IE), la présence ou I’absence d’érythrocytes et de leucocytes ainsi
que les pourcentages en cellules parabasales, petites intermédiaires, grandes intermédiaires et

superficielles étaient déterminées. Le frottis était ensuite numéroté et conservé.

Les lames étaient lues a I’aide d’un microscope binoculaire (S-350 OPTIKA) appartenant a
I’institut des Sciences vétérinaires de Tiaret, muni d’un grossissement x40, x100. Les frottis

¢taient d’abord visualisés au grossissement x 40 ou X100 dans leur totalité.
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Ceci nous donnait les informations suivantes :
e la coloration majoritaire du frottis (acidophile ou basophilie) ;
e la densite cellulaire.
e la présence d’érythrocytes et de polynucléaires neutrophiles (PNN) ;
e [’aspect du fond du frottis.

Pour un « typage » cellulaire sur un minimum de 10 a 20 cellules ; les lames étaient ensuite
observées a un grossissement plus fort x100, dans les zones du frottis ou les cellules

formaient le moins d’amas.

Durant la lecture des frottis vaginaux, un intérét particulier a éteé réserve a la détermination de
I'indice éosinophilique (IE) qui représente le pourcentage des cellules réellement kératinisées
par rapport a celles qui pourraient I'étre mais ne le sont pas (gros polychromatophiles
intermédiaires et cellules basophiles). Les petites cellules intermédiaires et les cellules

parabasales ne sont pas prises en compte.
El = nombre de cellules acidophiles x 100 / nombre de cellules basophiles

4.3.4.1 Materiel utilisé préparation et examen des frottis
e Lames pour examen microscopigue dimensions (26x76 mm /1mm -1.2mm).
e Ecouvillons non stériles et stériles.
e Fixateur Cytologique pour frottis (Cyto-RAL flacon de 150 ml).
e Eau distillée pour rincage des lames.
e Microscopes optiques binoculaires de marque S-350 OPTIKA.
e Appareille photo numérique pour prise de photos des frottis.
4.3.4.2 Colorant et coloration
La coloration Harris Shorr, constitue la méthode de coloration principale par I’utilisation d’un
Kits Diagnoestrus-RAL A&B (coloration de Shorr-Hématoxyline stabilisée); destiné a la
détermination période d’ovulation chez la chienne (figure 40).
Contenu des Kits :
Fiche descriptive du principe de coloration.
Kit Diagnoestrus A (coffret de coloration)

1. Hématoxyline stabilisée, flacon de 100 ml
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2. Différenciateur, flacon de 100 ml
3. Colorant de Shorr, flacon de 100 ml

Kit Diagnoestrus B (coffret de ringage)
1. Solution de ringage N°1, flacon de 100 ml
2. Solution de ringage N°2, flacon de 100 ml
3. Solution de ringage N°3, flacon de 100 ml

La coloration May-Grinwald Giemsa (Kit-Ral 555), était réservée pour confirmer le stade de
kératinisation compléte qui corresponde a I’approche de ’ovulation du pic de LH, et pour
confirmer ou infirmer la présence d’une éventuelle infection vaginale par la mise en évidence

d’un nombre anormalement élevé de polynucléaires.

service pathologie service pathologie

carnivore ISV Tiarct

carnivore ISV Tiaret
Dr Stimani.K

Dr Slimani.K

Figure 40 : Kits de coloration utilisé durant le sui des chaleurs, a gauche RAL 555(May-
Grunwald Giemsa) ; a droite kit diagno-oestrus A et B (colloration Hariss Shoor) (Dr Slimani
khaled mabrouk).
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Figure 41: écouvillonnage vaginale en vue de la réalisation d’un frottis

(Dr Slimani khaled mabrouk).

Figure 42 : étalement avant coloration (Dr Slimani khaled mabrouk).
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Figure 43 : Fixation du frottis avant coloration (Dr Slimani khaled mabrouk).

Figure 44 : lecture au microscope des frottis vaginaux (Dr Slimani khaled mabrouk).
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4.3.5 Examen échographique des ovaires

Une fois les frottis réalisés, la chienne est conduite dans une salle calme aménagée
spécialement pour 1’examen échographique .Aprés une tonte large de I’abdomen de I’ombilic
jusqu’a la région pubienne et de part et d’autre des chaines mammaires, la chienne était
mise en décubitus dorsal, une sédation était parfois nécessaire pour certaines chienne
fortement agitées ;

La détermination de l'aspect échographique des ovaires ainsi que leurs diameétres
était obtenu en réalisant des coupe longitudinales et transversales en utilisant un
échographe transportable de marque IMAGO.S muni d’une sonde électronique sectorielle
avec une fréquence de 3.5a 6 MHz .Les échographies des ovaires était effectuées a partir du
5°me jour du proestrus (le début des chaleurs était déterminé par le début des pertes vulvaires)
et durant toute la période de I’cestrus. Les examens échographiques étaient effectués en

moyenne durant 9 jours (figure 45).

Durant les examens échographiques les étapes suivantes étaient respectées :
e un reperage topographique des deux ovaires.
e évaluation de la taille de chaque ovaire sur des coupes longitudinales.

e détermination de I’aspect échographique des ovaires.

4.3.5.1 Caractéristique du dispositif
e Ecrande 6.5"
e Clavier tactile
e Boitier magnésium
e Batterie interchangeable
Modes d’imagerie

e B,B+B

e B+M mode
e Zoom

e Focus

e Mesure et table

e Sauvegarde de clip ou d’image
Périphériques:

e USB

e Antenne bluetooth
Applications cliniques

e Générale

e Gynécologique
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e Obstétrique
e Abdominale
4.3.5.2 Sondes

Sonde sectorielle convexe mécanique a balayage sectorielle.
4.3.5.3 Enregistrements
Les enregistrements photographiques étaient réalisés grace a une clé USB de Type ADATA 8

GB connecté a I’échographe via un port USB.

Figure 45 : Examen échographique durant les chaleurs (Dr Slimani khaled mabrouk).
4.3.6 Dosage de la progestérone

Il concernait 8 chiennes toutes de race berger de I’atlas chez lesquelles un traitement
d’induction des chaleurs a été appliquer. Le dosage de la progestérone était réalisé au nombre
de 4 & 5 dosages par chiennes toutes les 24 & 48h a partir du 5°™ jours du preestrus jusqu’au
jour ou I’ovulation et détectez par un pic de progestéronémie. Le sang était collectés de la
veine radiale, dans des tubes de prélévement contenant de 1’héparine, ces prélévement étaient
datés et identifiés par attribution d’'un numéro correspondant au dossier de la chienne
concernée. Le prélevement était ensuite acheminé sans délais pour analyse en utilisant pour
cet effet un analyseur Elecsys1010 Roche®©, appartenant a un laboratoire privé le dosage était

quantitatif.

Ses prélévements étaient renouvelés en fonction de 1’évolution du taux de la progestérone et

de Iinterprétation des lectures des frottis et des images échographiques des ovaires.
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4.3.7 Résultats
Dans le premier groupe compose de 39 chiennes nous avons constaté ce qui suit :

Chez 100% (39/39) une évolution chronologique positive et corrélée était constatée entre la
progression du diametre des ovaires et celle I’indice éosinophilique durant la période
comprise entre le 5°™ jour du preestrus et le milieu de ’cestrus qui coincide avec la période

ovulatoire.
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Figure 46 : évolution chronologique du diametre des ovaires et I'index éosinophilique (IE) a

partir du 5éme jour de preestrus jusqu'au jour de I'ovulation chez 39 chiennes.

Vers le milieu de 1’cestrus, la moyenne du diamétre des ovaires était de 18.04+/-1.69 mm
(millimeétres) correspondant a un pic de I’indice éosinophilique supérieur ou égal 80% chez
100% (39/39) des chiennes ; cette augmentation du diamétre des ovaires associés au
changement de son aspect échographique était en corrélation avec le pic de [Iindice

¢osinophilique a I’approche du moment de 1’ovulation (figure 46, figure 55).

Le moment de ’expression du pic de I’indice éosinophilique (IE) en rapport avec le début des
chaleurs (Le jour de ’apparition des pertes vulvaires était le jour du début des chaleurs) était
variable d’une chienne a ’autre ainsi 48.7 % (19/39) des chiennes ont manifesté ce pic au
7°M jour du cycle ; 20.5 % (8/39) des chiennes au 5°™ jour du cycle et 7.6 % ( 3/39)

respectivement au 8™ :108™ :11°™ et le 15°™ (Figure 47).




Le moment de I’ovulation détecter par I’estimation de I’indice éosinophilique et 1’évolution
du diamétre des ovaires, se produisait en moyenne au 10°™ +/- 2 jours du cycle, avec des
ovulations allant du 6°™ au 16°™ jour des chaleurs, 64.1% (25/39) des chiennes ont ovulé

entre le 12°™ et le 16°™ jour des chaleurs.

100% (39/39) des chiennes ont présenté entre le 5™ jour du preestrus et le milieu de ’cestrus
un aspect de plus en plus anéchogene de 1’ovaire celui-ci présentait une surface irréguliere,
grumeleuse accompagnée d’une augmentation de sa taille. L ovulation était détectée lorsque
I’aspect anéchogéne des ovaires (follicules) se transformait en un mélange
d’hypoéchogenicité et d’hyperéchogeénicité accompagné d’un changement de la surface de
’ovaire qui devenait plus bombés et multilobés (figure 55).

Dans le groupe qui comprenait 8 chiennes berger de I’atlas les résultats étaient comme suit :
Avant le début du traitement, toutes nos chiennes présentaient un ancestrus tardif, confirme
par la cytologie vaginale et le dosage de la progestérone plasmatique et échographie des
ovaires (Photo31).Avant le début du traitement, toutes nos chiennes avaient un ancestrus
confirmé par cytologie vaginale et dosage de la progestérone dans le plasma. Dans ce cas, il
s'agissait d'un ancestrus tardif (plus de 5 mois apres la derniere chaleur). La cytologie a
révélée de petits amas de cellules parabasales avec absence de globules rouges et de
leucocytes. Le taux de progestérone était en moyenne inférieur a 2 nmol / L. L'échographie
abdominale de I’appareil génital n‘a révélé aucune anomalie particuliere au niveau des ovaires
ni aucune anomalie de l'utérus.

Le preestrus était systématiquement induit chez 100% (8/8) des chiennes. Le moment de
I'apparition des pertes vulvaires était variable d'une chienne a l'autre, de sorte que 25% (2/8)
des chiennes ont montré des pertes vulvaires au 21°™ jour du traitement. 37.5% (3/8) ont
présenté les chaleurs au 35°™ jour du traitement. 37.5% (3/8) des chiennes ont montré des
chaleurs apres 40 jours de traitement, la moyenne d’apparition des pertes vulvaire était de 32

+ 10 jours (figure 47, 48 ,52)
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Figure 47 : Perte vulvaire observée chez les chiennes aprés 35 jours de traitement par la
bromocriptine (Parlodel ® 2,5 mg) administration orale (Dr Slimani khaled mabrouk).

100% (8/8) des chiennes ont présenté une corrélation chronologique positive entre 1’évolution
de l'index éosinophilique et lI'augmentation du diametre des ovaires pendant la période située
entre le 5°™ jour du preestrus et le milieu de l'eestrus qui coincide avec la période de
'ovulation. Le diamétre des ovaires était égal a 19+/- 2.07 mm et correspondait a un indice
éosinophile égal ou supérieur a 80% chez 100% (8/8) des chiennes au moment de l'ovulation
(figure 49).
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Figure 48 : écouvillons de preestrus (Dr Slimani khaled mabrouk)..
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Figure 49: évolution chronologique de I'index éosinophilique (IE) et le diamétre des ovaires a

partir du 5°™ jour de preestrus jusqu'au jour de l'ovulation.

87.5% (7/8) des chiennes ont présenté une corrélation positive entre la progression du taux de
progestérone et celle de I'index éosinophile (IE) pendant la période située entre le 5™ jour du

proestrus et le milieu de l'cestrus qui coincide avec le moment d’ovulation (figure 50).
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Figure 50 : Evolution chronologique du taux de la progestérone et de I'index éosinophilique

(IE) & partir du 5°™ jour du preestrus jusqu’au jour de I'ovulation

Le taux de progestérone au moment de l'ovulation était situé entre 21.04+/-14.53 nmol / L et
33.15+/-15.16 nmol / L chez 87.5 (7/8) des chiennes (Figure 58). A I'exception d'une chienne
qui présentait un niveau de progestérone stable a 9 nmol / L, pendant toute la période des

chaleurs et cela indépendamment de la progression de I'indice éosinophilique.

Il est & noter que les cellules acidophiles kératinisées qui reflétent I'indice éosinophilique (IE)
étaient déja présentes lorsque la progestéronémie était a un niveau basal chez 100% (8/8) les
chiennes. Lorsque le taux de progestérone était de 1.70+/-0.84 nmol / L, [Iindice

éosinophilique présentait un pourcentage qui avoisinait 30% (figure 50).

87. 5% (7/8) des chiennes ont présenté une évolution chronologique positive entre les taux de
la progestérone et le diamétre des ovaires entre le 5°™ jour du preestrus et le milieu de
l'cestrus (coincidant l'ovulation) (figure 51). Excepté une chienne qui avait un taux de
progestérone stable de 9 nmol / L et cela indépendamment de l'augmentation du diametre de

l'ovaire et de 1’évolution I'index éosinophilique.
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Figure 51 : évolution chronologique de la progestéronémie et du diametre des ovaires a partir

du 5°™ jour du preestrus jusqu’au jour de I’ovulation.

Une variabilité dans le moment de I’expression du pic de I'indice €osinophile a été observée,
ainsi 75% (6/8) des chiennes exprimaient ce pic entre le 12°™ et le 15°™ jour des chaleurs,
12.5% (1/8) des chiennes au 10°™ jour des chaleurs et 12.5% (1/8) des chiennes au 20°™ jour
des chaleurs. 75% (6/8) des chiennes ont ovulé entre le 12°™ et le 15°™ jour des chaleurs en
moyenne au 13 ™ +/- 0.5 jour des chaleurs. Une chienne (1/8) du groupe a ovulée au 20°™

jour des chaleurs (figures 51 ; 52,53).




Figure 52 : Vue d'un frottis vaginal de proestrus au grossissement x40, qui montre des
cellules intermédiaires majoritaires devenant progressivement acidophiles (cellules subissant
une kératinisation), un fond sale et la présence de globules rouges dans un frottis coloré avec

le trichome de Harris Shorr. L'indice éosinophile > 40 %. CAK: cellules acidophiles
kératinisées; CGI: cellules grandes intermédiaires; GR: globules rouges. (Dr Slimani khaled

mabrouk).
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Figure 53: Une vue d'un frottis vaginal d'cestrus a un grossissement de x100 qui montre des
amas de grandes cellules tres angulaires et acidophiles (cellules kératinisées) avec un petit

noyau, = pycnotique. L'indice éosinophile > 80%.(Dr Slimani khaled mabrouk).
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Entre le 5°™ jour de preestrus et le milieu de I'cestrus, 87.5% (7/8) des chiennes montraient
une apparence de plus en plus anéchogéne de leurs ovaires avec une surface irréguliére
accompagnée d'une augmentation de leur volume (figure 54,55).A I'exception d’une chienne
qui présentait un cycle anovulatoire avec un taux de progestérone stable et un aspect
échographique caractéristique d’une période pré ovulatoire sans que cette derniére ne se

produise.

Il faut signaler que 87,5% (7/8) des chiennes ont présenté des chaleurs fertiles avec des
gestations. Ces gestations ont été confirmées par échographie en moyenne au jour 12 apres la

derniére saillie.
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Figure 54: Vue échographique longitudinale de I'ovaire, stroma ovarien hyperéchogéne et
présence d'une petite cavité hypoéchogéne, diamétre ovarien de 17mm. Cet aspect
échographique indique I'absence d'une activité ovarienne liée a un ancestrus. OV: ovaire; R:
rate. (Dr Slimani khaled mabrouk).
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Figure 55 : vue échographique en coupe longitudinale de I'ovaire en période pré-ovulatoire
montrant un parenchyme de texture homogene dominé par un stroma ovarien hypoéchogéne a
la main présence d'une petite cavité hypoechogene (follicules pré-ovulatoires), diametre de
I’ovaire avoisine les 23mm .Cet aspect echographique indique la présence d'une activité
folliculaire liée a un cestrus. OV: ovaire; F: follicule. (Dr Slimani khaled mabrouk).

Dans le groupe qui comprenait 11 chiennes berger de I’atlas les résultats étaient comme suit :

Avant le début du traitement, toutes nos chiennes présentaient un stade de metcestrus tardif
(fin) confirmé par cytologie vaginale. La cytologie a révélé un frottis basophile avec peu
d'agrégats de petites cellules intermédiaires et parabasales ainsi que des leucocytes avec
absence de globules rouges. Cet aspect en cellulaire du frottis ressemble fortement a un début
d'ancestrus. Le diametre des ovaires était de 11.7 mm £ 1.28 mm et I’aspect échographique

des ovaires était comparable a celui du cortex rénal.

Le preestrus était systématiqguement induit chez 81.8% (9/11) des chiennes. Le début
d’apparition des pertes vulvaire des étaient variable d'une chienne a l'autre. Ainsi, 22.2% (2/9)
des chiennes ont présenté ces pertes apres 26 jours de traitement. 33.3% (3/9) apres 40 jours

et 44.4% (4/9) apres 48 jours de traitement, avec une moyenne de 40 + 8 jours.

81.8% (9/11) de nos chiennes ont présenté une corrélation chronologique positive entre
I’éosinophile et I’'augmentation du diamétre des ovaires au cours de la période située entre le
58Me jour du preestrus et le milieu de I’cestrus qui coincide avec la période de l'ovulation. Le
diametre des ovaires était égal a 18.4 +/- 1.69 mm et correspondait a un indice éosinophile

autour de 90% chez 81.8% (9/11) des chiennes au moment de I'ovulation. Deux chiennes n‘ont
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pas présenté de pertes vulvaires et I'examen des ovaires et les frottis vaginaux n‘ont montré

aucun changement indiquant l'induction des chaleurs.

Une variabilité dans le moment d'expression du pic de l'indice éosinophilique a été observée.
33.3% (3/9) des chiennes ont exprimé ce pic entre 6°™ et le 11°™ jour des chaleurs, 55.5%
(5/9) des chiennes entre le 12°™ et le 15°™ jour des chaleurs et 11.1% (1/9) des chiennes

entre le 18°™ jour et le 20°™ jour des chaleurs.

Pour déterminer I’existence d’un remaniement ovarien induit par ce traitement et pour estimer
le moment de I’ovulation, nous nous somme basait sur les changements échographiques qui se
produisaient dans I’ovaire (I’augmentation du volume et de I’aspect du stroma ovarien) et le
moment d’expression du pic de I'indice éosinophilique ; de ce fait 81.8% (9/11) des chiennes
ont montré une apparence de plus en plus anéchogéne de leurs ovaires avec une surface
irréguliére accompagnée d'une augmentation de leur volume entre le 5°™ jours du preestrus et
les 6 premiers jours de 1’cestrus 81.8% (9/11) des femelles ont ovulé approximativement entre

le 14éme +/- 1 jour et le 16éme jour +/- 1 jour des chaleurs.

Nous avons determiné cliniqguement la durée des deux phases de chaleur, a savoir le preestrus
et I’cestrus, afin d’identifier les particularités, sachant qu’il s’agit de la chaleur induite par un
traitement. 55.55% (5/9) des chiennes ont présenté un preestrus. Avec une durée de 11 +/- 2.4
jours; 44.44% (4/9) des chiennes ont présenté un preestrus d’une durée de 6 + 1,4 jours.77,
77% (7/9) des chiennes avaient un cestrus d’une durée de 8 +/- 1.5 jours, 22.22% (2/9) de les
chiennes ont présenté un cestrus d'une durée de 12 jours. Le taux de la gestation était de 100%
(9/9) des chiennes, cette derniére était diagnostiquée par échographie a partir du 3°™ jour

apres le dernier accouplement.
4.3.8 Discussion
4.3.8.1 Protocole du suivi des chaleurs

D’abord, les chiennes incluses dans 1’étude étaient a grands nombre soit 39 chiennes de

différentes races étant donnez I’activité de la clinique qui recois différente races de chiens.

La chienne dont le suivi des chaleurs comprenait un dosage de la progestérone, étaient toutes
des races de chien atlas bergers. Ce choix est basé sur le fait qu'il y a peu ou pas d'étude

concernant la reproduction dans cette race de chien en Algérie.
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Concernant le dosage de la progestérone, la non-disponibilité au niveau de notre établissement
d’équipement nécessaire pour le dosage hormonal nécessaire, il fallait donc réaliser un dosage
quantitatif dans un laboratoire privé dont I’équipement était étalonné en fonction de 1’espéce
canine et qui exigés de réaliser le dosage que sur 8 chiennes. Il fallait également coincider le
moment du prélevement avec la disponibilité dans le temps du laboratoire. De ce fait le
nombre des animaux concernés par le dosage de la progestérone était de 8 chiennes.

Durant cette étude 500 lames étaient rassemblées, des ajustements ont di étre effectués au
cours de la lecture, car des frottis ont di étre éliminés pour cause de probléme de coloration et
certains pour cause d’un défaut d’écouvillonnage vue que certaines chiennes étaient agitées
voire agressives et rendez la tache difficile. Ces deux faits nous ont amenés a éliminer 33

lames.

La résolution de 1'écran de 1’échographe utilisé pour la visualisation des ovaires n'a pas
permis d'observer correctement le follicule ovarien, nous avons donc fait référence a la
détermination du diamétre de I'ovaire dans son intégralité plutét que de déterminer celle des

follicules ovulatoires.

4.3.8.2 Durée des chaleurs et moment de I’ovulation

64.1% (25/39) des chiennes du groupe | ont ovulé entre le 12°™ et le 16°™ jour aprés le début
des chaleurs avec une moyenne au 10°™ +/- 2 jours aprés le début des chaleurs ; 75% (6/8)
des chiennes ont ovulé entre le 12°™ et le 15°™ jour des chaleurs en moyenne au 13 ¢ +/-
0.5 jour des chaleurs, cela semble en accord avec 1’étude de Van Haaften (1989) qui confirme

que les chiennes ovulent en moyenne au 12°™ jour des chaleurs.

Cependant Badinand (1993) rapport qu’il existe une variabilit¢ du moment de 1’ovulation
d’une chienne a I’autre et d’un cycle a ’autre pour une méme chienne. Van Haaften et al.
(1989) citent un intervalle de 6 a 21 jours. England & Concannon (2002) rapportent que
I’ovulation peut avoir lieu entre le 5™ et 30°™ jour aprés le début des chaleurs ; cette
variabilité était constatée chez nos deux groupes de chiennes avec un intervalle allant du 6™
au 16°™ jour des chaleurs dans le groupe 1 et de du 12°™ au 20°™ jour aprés le début des

chaleurs.
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Nous avons constaté un Iéger écart de données entre les groupes | et 1l quant a ’estimation du
moment de I"ovulation par I’estimation de I’indice €osinophilique , cela peut s’expliquer par
I’existence d’une grande variabilité dans le moment de I’expression du pic de I’indice
éosinophilique et la durée de maintien d’un indice éosinophilique élevé , ce qui peut amener a
surestimer ou sous-estimer dans le temps le moment de I’ovulation; Plusieurs auteurs
confirment cette observation ; England & Concannon (2002) on peut avoir un IE proche de
100% et étre entre 9 et 2 jours avant le moment I’ovulation. Chez certaines races, les images
cellulaires obtenues ne sont jamais caractéristiques d’un cestrus. Dans d’autres races, les
images €évoquant un frottis d’cestrus sont souvent obtenues trés précocement au cours des

chaleurs, alors que la chienne est loin d’étre préte (Fontbonne ,1996).

Guerin et al. (1996) montrent que les frottis vaginaux sont de bons indicateurs du
déroulement des chaleurs, mais sont insuffisants pour la détermination de la période
ovulatoire. De méme Van Haaften et al. (1989) rappellent que I’index éosinophilique permet
de bien détecter 1’cestrus, mais pas 1’ovulation. D’aprés Concannon et al. (1989), I’index
éosinophilique peut atteindre des valeurs maximales pendant une large période allant de 8
jours avant a 2-3 jours apres le pic de LH.

Cela va de méme pour la détermination de la taille des ovaires pour situer le moment de
I’ovulation chez les chiennes du groupe | par rapport au groupe 1l ; cela est probablement lié
a Dexistence de difficultés en ce qui concerne la détermination exacte de 1’ovulation ; Chez
nos chiennes, nous avons remarqué que l’aspect des ovaires en période pré-ovulatoire est
difficilement différenciable de la période post ovulatoire. Il peut parfois étre difficile de
différencier les follicules pré ovulatoires et les jeunes corps jaunes (Hayer et al. 1993 ;
England et al. 2003). Notant également que la taille de certaines de nos chiennes et leur

poids, rendaient le repérage des ovaires difficiles.

La qualité de I’image échographique fournie par notre matériel échographique ne permettait
pas de visualiser clairement les follicules nous nous somme référer a 1’évolution de la taille
des ovaires et le changement de leur aspect échographique. On considérait donc que
lovulation a eu lieu quand les images sphériques anéchogenes et de grande taille
disparaissent pour étre remplacées par des structures de petite taille rendant 1’ovaire moins
hypoéchogene que durant la période pré ovulatoire. Ces observations sont accords avec celles
de Concannon et al. (2001) qui recommande d’utiliser des sondes linéaires ou curvilinéaires a

haute fréquence (8 a 10 MHz) pour mieux visualiser le remaniement ovarien a 1’ovulation.
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Fontbonne & Malandain (2006) constatent que dans certains cas, on n'observe pas de
disparition brutale des cavités folliculaires, ils démontrent que lI'examen échographique des
ovaires augmente de seulement 10% la précision de détection de l'ovulation par rapport au
dosage de la progestérone .lIs estiment également que la détection de l'ovulation peut étre
réalisée avec un échographe de qualité standard, en effectuant un examen quotidien, pour les
chiennes de poids inférieur a 25 kg. En revanche, pour les plus grands gabarits ou pour les
chiennes obeses, il semble nécessaire d'utiliser un échographe de qualité supérieure. D’aprés
Hayer (1993), I’échographie n’est utile que pour suivre le développement des follicules et du
corps jaune, mais au moment de ’ovulation, il n’y a que trés rarement (2 cas sur 15 suivis
échographiques journaliers) des modifications claires et significatives des images

échographiques.

Cela nous ameéne dans notre étude a metre le point sur les limites que presente I’étude des
frottis et I’échographie des ovaires qui restent fiables dans le diagonstic des chaleurs mais pas
assez précis dans la détection du moment de 1’ovulation, dol la nessisite de combiner ces
deux téchniques au dosage de la progestérone. L’utilisation des frottis vaginaux doit donc

toujours se faire parallelement aux dosages de progestérone (Wright, 1990).

Le cas d’une chienne du groupe II illustre bien cette nécessité d’associer 1’étude du frottis et
I’examen échographique au dosage de la progestérone , vue que cette derniére a présenté une
courbe de la progestéronémie stable comprise entre 8.78 nmol/L et 9 nmol/L durant toute la
période du suivi malgré un indice éosinophilique et un diameétre ovarien qui progressé dans le
temp , I’aspect échographique des ovaires indiqué un état pré ovulatoire. En écartant des
défectuosités liées a une erreur de dosage par la réalisaion de plusieurs dosages comparatifs

; cette chienne présentait un cycle anovulatoire .

Durant le suivi des chaleurs chez 1’ensemble des chiennes , aucune discordance entre les
images des frottis et le stade réel du cycle, n’a etait constaté . Toutes nos chiennes de 1’étude
ont présenté une courbe de I’indice éosinophilique corrélée entre la progression de I’indice
éosinophilque et le stade du cycle associée a une évolution chronologique positive de 1’indice
¢osinophilique et ’evolution de la taille des ovaires ; Contrairement a Guerin (1997) qui
mentionne qu’on observe souvent des discordances entre I’image du frottis vaginal et le stade

réel du cycle de la chienne.
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L’absence de cette discordance a permis de déterminer le passage du proestrus a I’oestrus en
accord avec Guerin et al. (1996) qui citent que les frottis vaginaux sont de bons indicateurs du
déroulement des chaleurs, mais sont insuffisants pour la détermination de la période
ovulatoire. De méme Van Haaften et al. (1989) rappellent que I’index éosinophilique permet
de bien détecter I’cestrus, mais pas 1’ovulation.

Nous n’avons pas constaté deux pics de kératinisation comme le mentionnent Hewitt &
England (2000), selon eux, il y a généralement au cours des chaleurs deux pics de
kératinisation. Nous avons constaté chez toutes nos chiennes une évolution de I’indice
éosinophilique durant I’oestrus similaire aux observations de Guerin (1997) qui mentionne
que le premier jour d’cestrus présente un index éosinophilique de 20 a 50%, il est supérieur a

50% le deuxiéme jour.

Le moment de I’expression du pic de I’indice éosinophilique (IE) en rapport avec le début des
chaleurs (Le jour de I’apparition des pertes vulvaires étant le premier jour du cycle) était
variable d’une chienne a ’autre. Le premier groupe, le moment de I’expression du pic de
I’indice €éosinophilique (IE) en rapport avec le début des chaleurs (Le jour de I’apparition des
pertes vulvaires était le jour du début des chaleurs) ¢était variable d’une chienne a 1’autre , 48.7
% (19/39) des chiennes ont manifesté ce pic au 7°™ jour du cycle ; 20.5 % (8/39) des
chiennes au 5°™ jour du cycle et 7.6 % ( 3/39) respectivement au 8™ ;10°M¢ ;11°™ et le
15™ Dans le groupe I, 75% (6/8) des chiennes exprimaient ce pic entre le 12°™ et le 15°™
jour des chaleurs, 12.5% (1/8) des chiennes au 10°™ jour des chaleurs et 12.5% (1/8) des

chiennes au 20°™ jour des chaleurs.

4.3.8.3 Suivi des chaleurs apres induction
4.3.8.3.1 Dans le cas des chiennes présentant un ancestrus tardif
a. Durée de la chaleur et moment d'ovulation

La cytologie vaginale a révélée de petits amas de cellules parabasales avec absences de
globules rouges et de cellules leucocytaires ce profil cellulaire indiquait un ancestrus sur
frottis lu en utilisant un grossissement de x100 pour toutes les 8 chiennes. L’examen clinique
a montré que toutes les chiennes étaient en bonne santé. Le frottis d'un ancestrus est pauvre en

cellules (Neveux, 1999). Les cellules parabasales et les petites cellules intermédiaires sont
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prédominantes sur des frottis d’ancestrus (Concannon & Digregorio ,1987 ; Concannon
,2011).

L'examen échographique n’a révélé aucune anomalie particuliére sur les ovaires qui était
d’une échogénicité trés homogene et proche a celle du cortex rénal, ainsi qu’aucune anomalie
de l'utérus n’a était détectée chez toutes les chienne avant le début du traitement. Au cours de
l'ancestrus, les ovaires ont une échogénicité similaire a celle des structures voisines et les
structures folliculaires sont petites, souvent inférieures @ 1 mm (Concannon et al. 2002). Les
ovaires sont petits et pas tres visibles. lls ont une échogénicité homogéne similaire a celle du
cortex rénal. Cependant, a la fin de l'ancestrus, a 30 jours ou plus du début du preestrus, les
ovaires hypoéchogénes ont tendance a augmenter et de petites cavités folliculaires de un a
deux millimétres de diamétre peuvent étre détectées (England et al. 2003). Le niveau sanguin
de la progestérone dans le sérum sanguin était inférieur & 2 noml / L ce qui confirmait la

présence d'un ancestrus pour toutes les chiennes.

L'induction de la chaleur chez la chienne est realisée en cas d'impubérisme pendant 24 mois
ou en cas dabsence de chaleur pendant plus de 10 mois. L'utilisation de substances
dopaminergiques est recommandée comme traitement de premiére intention de l'ancestrus

pathologique (> 7 mois d'interoestrus) (Pierson & Buff, 2009).

Chague chienne a recgu la dose orale prescrite de 1.25 mg / 15 kg de poids corporel par jour
jusqu'a l'apparition de pertes wvulvaires. Les antiprolactiniques sont des agonistes
dopaminergiques qui inhibent la sécrétion de prolactine par la sécrétion de dopamine ou la
suppression de la sécrétion de sérotonine. L'utilisation de certains antiprolactiniques pendant
la pseudo-lactation diminue l'intervalle inter-oestral des chiennes traitées (Beijerink, 2003 ;
De Gier ,2008; Pierson & Buff, 2009). L'utilisation d'agonistes dopaminergiques en
anticipation de l'cestrus (moins de 7 mois aprés la derniére chaleur) est trés décevante

(Fontbonne, 2008).

Pendant la période de traitement, chaque chienne était consultée tous les 15 jours; ce
contréle incluait la réalisation de frottis vaginaux afin de détecter tout changement dans la

structure cellulaire de la muqueuse vaginale.

Au cours des 15 derniers jours avant l'apparition des chaleurs, de petites cellules
intermédiaires et de grandes cellules intermédiaires sont apparues progressivement sur le

frottis, indiquant des changements évidents dans la muqueuse vaginale qui témoignent de
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I'existence d'un remaniement ovarien induit par la molécule administrée. Guerin et al. (1996)
rapportent que les frottis vaginaux sont de bons indicateurs dans la surveillance des chaleurs
mais sont insuffisants pour la détermination de la période ovulatoire. De méme, Van Haaften
et al. (1989) souligne que l'index éosinophilique permet de bien détecter l'cestrus mais pas

I'ovulation.

Contrairement a la bromocriptine (Parlodel®, molécule dopaminergique) ou a la cabergoline
(Galastop®, une molécule anti-sérotoninergique et dopaminergique), le metterolol
(Contralac®, wune molécule anti-sérotoninergique) n'induit pas d'cestrus. L'effet
dopaminergique central des antiprolactiniques qui semble agir favorablement au cours de cet
effet induisant la chaleur. Leur efficacité dans le déclenchement de I'cestrus dépend de la dose,
de la durée du traitement (Beijerink, 2003 ; De Gier ,2008 ; Pierson & Buff, 2009).

Nous avons notez l'apparition des pertes vulvaires indiquant le début des chaleurs a différents
moments du traitement ; 25% (2/8) des chiennes ont présenté des pertes vulvaires apres 21
jours de traitement ; 37,5% (3/8) ont montré les chaleurs aprés 35 jours. 37,5% (3/8) ont
presenté des pertes vulvaires au 40°™ jour du traitement, avec une moyenne de 32 +/- 10
jours (figure 47, 48 ,52). Le proestrus et I’cestrus ont été confirmés par lecture des frottis
vaginaux et l'augmentation de I'indice éosinophilique était compatible avec la manifestation
de la chaleur (Photos 52 ,53).

Dumon (1992) rapporte que les chaleurs est obtenue aprés 30 a 40 jours de traitement par la
bromocriptine (Parlodel®) a la posologie de 20 pg / kg deux fois par jour. Son efficacité
dans le déclenchement de l'cestrus dépend de la dose, de la durée du traitement et du stade

ancestrus.

Les deux antiprolactinique les plus utilisés sont la cabergoline a la dose de Sug / kg / jour
jusqu'a l'obtention du preestrus, habituellement pendant 3 semaines et la bromocriptine 20-50
ug / kg deux fois par jour jusqu'a l'obtention du preestrus, habituellement pendant 4 semaines
(Beijerink, 2003 ; De Gier ,2008 ; Pierson & Buff, 2009).

Une corrélation chronologique positive a été observée entre l'index éosinophilique et
l'augmentation du diamétre des ovaires au cours de la période située entre le 5°™ jour du
preestrus et le milieu de l'eestrus qui coincide avec la période d’ovulation. Le diamétre des
ovaires était égal a 19+/- 2,07 mm et correspondait a un indice éosinophilique égal ou

supérieur a 80% chez 100% (8/8) des chiennes au moment de 1’ovulation.
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Une corrélation positive a été observée entre la progression du taux de progestérone et I'index
éosinophilique (IE) au cours de la période située entre le 5*™ jour du proestrus et le milieu de

l'oestrus qui coincide avec la période d'ovulation.

Le niveau de progestérone au moment de l'ovulation était situé entre 21,04 + 14,53 nmol / L
et 33,15+/-15,16 nmol / L chez 7 femelles. A I'exception d'une chienne qui présentait un taux
de progestérone stable de 9 nmol/L durant toute la période de chaleurs indépendamment de

l'augmentation de I'indice eosinophilique.

England & Concannon (2002) rapportent que l'ovulation peut se produire entre le 5éme et le
30eme jour aprés le début de la chaleur. L'utilisation des frottis vaginaux doit étre complétée

par la détermination du taux de progestérone (Wright ,1990; Concannon ,2011).

Fontbonne & Malandain  (2006) montrent que l'examen échographique des ovaires
n'augmente que de 10% la précision de la détection de l'ovulation par rapport au dosage de la
progestérone. Ils estiment également que la détection de I'ovulation peut étre réalisée avec un
échographe de qualité standard en pratiquant un examen quotidien pour les chiennes de poids
inférieur a 25 kg. Par contre pour les chiennes grandes ou obeses, il semble nécessaire

d'utiliser un échographe de qualité supérieure.

Marseloo (2004) rapportent qu'il existe une bonne corrélation entre les valeurs de la

progestérone et l'aspect échographique des ovaires au cours du suivi des chaleurs.

Le vomissement était le seul effet secondaire lié au traitement observe chez cing chiennes, ce
symptdme disparaissant apres 10 jours de traitement. Pierson & Samuel (2009) rapportent que
les effets secondaires les plus observés sont les vomissements survenant entre 3% et 25%

apres un traitement avec des antiprolactiniques.

D'autre part, nous n'avons pas observé de décoloration des poiles, liée a l'utilisation de la
bromocriptine, contrairement a la cabergoline, qui induit une décoloration transitoire du
pelage chez 25% des chiennes qui recoivent cette molécule pendant 14 a 45 jours (De Gier et
al.2008 ; Pierson & Samuel, 2009).

Les ovulations se sont produites entre le 12°™ et le 15°™ jour de chaleurs. 75% (6/8) des
femelles ont ovulé entre le 12°™ et le 15°™ jour des chaleurs lors du 13°™ jour des chaleurs.

Les femelles ovulent en moyenne au 12°™ jour des chaleurs (Van Haaften et al. 1989).
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12.5% (1/8) des femelles ont ovulé au 20°™ jour des chaleurs. Dans une étude sur les
chiennes de toutes races (nombre non déterminé), seulement 13.3% des femelles ovulent entre

la 16°™ et la 25°™ des chaleurs (Doucet & Vannimenus 2001).

Il y a une variabilité dans le moment de l'ovulation d'une chienne a l'autre et d'un cycle a

I'autre pour la méme chienne (Badinand et al. 1993).

Van Haaften (1989) rapportent un intervalle de 6 a 21 jours de l'ovulation. England &
Concannon (2002) rapportent que l'ovulation peut se produire entre le 5 et le 30°™ jour aprés
le début des chaleurs. Cette variabilité a été observée chez nos chiennes avec un intervalle

d'ovulation de 12 a 20 jours apres le début des chaleurs.

Nous n'avons pas observé de difference significative entre I'évolution de I'index éosinophile et
celle du niveau de progestérone pendant la chaleur, sauf pour une chienne qui présentait un
niveau de progestérone stable située entre 8.78 nmol / L et 9 nmol / L durant toute la période
de chaleurs malgré une évolution significative de son index éosinophilique et du diamétre de
ses ovaires qui indiquait I'approche de l'ovulation. Ceci nous améne a conclure que l'index
éosinophile ainsi que le diametre des ovaires sont de bons témoins pour la détermination des

phases de la chaleur mais pas de I'ovulation.

Plusieurs auteurs confirment cette observation, England & Concannon (2000) rapportent que
I'on peut avoir un indice éosinophile proche de 100% et se situer entre 9 et 2 jours avant
l'ovulation. Chez certaines races, les frottis obtenus ne sont jamais caractéristiques d'un
cestrus. Chez d'autres races, les frottis caractéristiques de l'cestrus sont souvent obtenus tres tot

pendant les chaleurs ou la femelle est loin d'étre préte a ovuler (Fontbonne, 1993).

Guerin (1996) rapportent que les frottis vaginaux sont de bons indicateurs dans la surveillance
des chaleurs mais sont insuffisants pour la détermination de la période ovulatoire. De méme,
Van Haaften (1989) soulignent que l'indice éosinophile permet de bien détecter l'oestrus, mais

pas l'ovulation.

Il était facile de suivre avec precision I'évolution du diamétre des ovaires au cours du preestrus
et de l'eestrus; cependant, la distinction échographique des follicules pré-ovulatoires était
difficile. Il en va de méme pour la différenciation entre la phase pré-ovulatoire et post-
ovulatoire. Il peut parfois étre difficile de distinguer les follicules pré-ovulatoires et le corps

jaune (Hayer et al.1993 ; England et al. 2003). De ce fait, il est nécessaire de combiner ces

133



deux techniques avec le dosage de la progestérone. L'utilisation des frottis vaginaux doit étre
complétée par la détermination du taux de progestérone (Wright ,1990).

Il est important de noter que la taille et le poids de certaines chiennes ont rendu difficile la
localisation des ovaires lors des examens échographiques, ajoutant a cela la qualité de I'image
échographique qui n'a pas permis de visualiser clairement les follicules. Ce fait nous obligeait
a nous concentrer sur la détermination de la taille et de I'aspect échographique des ovaires. Au
cours de cette étude, nous avons déterminé le moment de l'ovulation ou les grandes formes
sphériques anéchogénes disparaissaient et laissé place a de petites structures qui rendaient
I'ovaire moins hypoéchogéne que pendant la période pré-ovulatoire (figure 55). Concannon et
al. (2001) recommande d'utiliser sectorielle avec une fréquence élevée (8 a 10 MHz) pour

visualiser le changement de I'ovaire pendant I'ovulation.

Fontbonne & Malandain (2006) notent que dans certains cas la disparition des cavites
folliculaires, ne s’observe pas. Ils montrent que I'examen échographique sur les ovaires
n‘augmente que de 10% la précision de détection de l'ovulation par rapport au dosage de la
progestérone. lls estiment également que la détection de I'ovulation peut étre réalisée avec un
échographe de qualité standard en pratiquant un examen quotidien pour les chiennes de poids
inférieur a 25 kg. Par contre pour les chiennes grandes ou obeses, il semble nécessaire
d'utiliser un échographe de qualité supérieure. Hayer (1993) notent que I'échographie n'est
utile que pour suivre le développement des follicules et du corps jaune mais qu‘au moment de
l'ovulation il y a tres rarement des modifications claires et significatives des images

échographiques.

Les populations cellulaires observees sur les frottis vaginaux correspondaient parfaitement a
la phase de chaleur de toutes nos chiennes. Toutes nos chiennes avaient une évolution
chronologique appositive de I'index éosinophilique et du diametre des ovaires. Guerin (1997)
indique I'existence de différences entre les frottis cervicaux et I'étape réelle du cycle de la
chienne. Dans une autre étude, Guerin (1997) rapporte que les frottis cervicaux sont de bons
indicateurs de la chaleur mais insuffisants pour la détermination de la période ovulatoire. Van
Haaften (1989) précisent que l'indice éosinophile permet de bien détecter l'cestrus mais pas

I'ovulation.

Selon Hewitt & England (2000), il y a habituellement deux pics de kératinisation durant les
chaleurs. Cela n'a pas été observé chez nos chiennes. Toutes nos chiennes ont présenté durant

I'cestrus une évolution de I'index éosinophilique similaire aux observations de Guerin (1997)
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qui rapporte que l'index éosinophilique est de 20 a 50% le premier jour de l'cestrus et qu'il

devient supérieur & 50% au deuxiéme jour.

Le moment d'expression du pic de l'indice éosinophilique était variable d'une chienne a
l'autre.75% (6/8) exprimaient ce pic entre le 12°™ et le 15°™ jour des chaleurs et 12.5% (1/8)
des chiennes a le 10°™ jour des chaleurs et 12.5% (1/8) des femelles au 20°™ jour des
chaleurs. Dans une étude, Schutte (1967) rapporte que 89% des chiennes ont exprimé ce pic
au 14°™ jour du cycle.43% ont présenté ce pic au 10°™ jour du cycle. Ce pic de l'index

éosinophilique apparait entre le 8°™ et le 12°™ jour du cycle (Taradach, 1980).
b. Dosage de la progestérone

Nous avons pris comme seuil un niveau de progestérone de 23 nmol / L qui indique une
ovulation. Le taux de progestérone au moment de l'ovulation chez 7 chiennes était compris
entre 21.04 +/- 14.53 nmol / | et 33.15 +/- 15.16 nmol / I. Au moment de l'ovulation, les taux
de la progestérone augmentent significativement de 4 a 10 ng / ml (12.72 nmol / L a 31.8
nmol / L) (Fontbonne ,1993). Le niveau de progestérone au moment de l'ovulation est passé
de5a10ng/ ml (15.9 nmol /L a 31.8 nmol/ L) (Fontbonne, 1993).

Dans une étude sur 35 chiennes de différentes races, Marseloo et al. (2004) rapportent que la
progestérone au jour de l'ovulation était a des niveaux constants de 6.25 +/- 1.55 ng / ml. Ce
taux de progestérone est de 7 .52 +/- 0.33 (ou 23.91 nmol / L +/- 1.04 nmol / L) (Wildt et al.
1979). Il est de 6 a 8 ng / ml (ou 19.08 nmol / L a 25.44 nmol / L) (Jeffcoate & Lindsay
,1989). Ce taux est de 7a 9 ng / ml (ou 22.26 nmol / L a 28.62 nmol / L) (De Coster et al.
1979).

Nous notons que toutes ces valeurs sont donc concordantes, de sorte que l'ovulation peut étre
considérée comme survenue lorsque la valeur seuil maximale a été dépassée. Nous avons
également noté que nos chiennes avaient une variation individuelle claire du niveau de la
progestérone pendant le preestrus jusqu'a l'ovulation. Buft & Salesse (2000) rapportent qu'il

existe de trés grandes variations individuelles du niveau de progestérone chez les chiennes.

87.5% (7/8) des chiennes de ce groupe présentaient une évolution chronologique positive du
taux de progestérone avec l'augmentation de l'index éosinophile et celle du diameétre des
ovaires a partir des 5°™ jours du proestrus jusqu’au moment de I’ovulation. Marseloo et al.
(2004) rapporte gu'il existe une bonne corrélation entre les valeurs de la progestérone et

I'aspect échographique des ovaires au cours du suivi des chaleurs.
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87.5% (7/8) des chiennes ont montré une courbe de progestérone qui correspond aux courbes
standard des espéces canines de toutes les races (Van Haaften, 1989 ; Badinand et al. 1993).

Une chienne dans ce groupe avait des niveaux inchangés de progestérone pendant toute la
durée des chaleurs (8.44 nmol / L et 9 nmol / L), ce qui correspond a un cycle anovulatoire.
Fontbonne (1996) qui mentionne que chez certaines races, les frottis vaginaux sont
systématiquement discordants avec le dosage de la progestérone.

4.3.8.3.2 Dans le cas des chiennes présentant un metcestrus tardif
a. Durée de la chaleur et moment d*ovulation

La cytologie vaginale a montré que toutes nos chiennes avaient metcestrus tardif (fin
metcestrus). Le frottis du metcestrus tardif ressemble a celui de l'ancestrus et le frottis est
basophile (Feldman & Nelson ,1996 ; Johnston et al. 2001). Dans I'étude Dore (1978), les
petites cellules vaginales (parabasales et petits intermediaires) représentent 83 +/- 11% des
cellules contre 16.7 +/- 11.8% pour les grandes cellules intermediaires et les cellules
superficielles. Les cellules parabasales apparaissent cuboides et colonnaires (Dore, 1978). Les
ovaires n'étaient pas tres visibles a ce stade du cycle pendant I'ancestrus et les ovaires ont une
échogénicité homogeéne similaire a celle du cortex rénal (Concannon et al. 2002). A la fin de

l'ancestrus, les ovaires hypoéchogénes ont tendance a grossir (England et al. 2003).

Avec le dosage de bromocriptine utilisé, les chaleurs ovulatoires ont été induites en moyenne
aprés 40 = 8 jours de traitement avec un taux de grossesse de 100%. Nous avons noté
plusieurs observations similaires a celles citées dans la bibliographie. Ces méthodes
d'induction de l'eestrus peuvent nécessiter plus de 30 jours de traitement avant le début du

traitement, en fonction du stade d'avancement de 1'ancestrus (Kutzler, 2005).

Dans I'étude Dumon (1992), la chaleur est obtenue apres 30 a 40 jours de traitement par la
bromocriptine (Parlodel®) a raison de 20 pg / kg deux fois par jour. L'utilisation de certains
antiprolactiniques au cours de la pseudo-lactation diminue l'intervalle d'intérét des femelles
traitées (Beijerink et al. 2003 ; De Gier et al. 2008 ; Pierson & Buff , 2009). Par ailleurs,
d'autres études indiquent que l'utilisation d'agonistes dopaminergiques en prévision de 1'cestrus

(moins de 7 mois apres la derniéere chaleur) est trés décevante.

Les traitements thermiques d'induction (tous non indiqués sur I'étiquette) sont d'autant plus

efficaces que la chienne est en ancestrus et que cette derniere est avancée. Les
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antiprolactiniques par voie orale induisent de la chaleur en 4 & 30 jours avec des taux de
grossesse de 60 & 100%. Administrés sous ancestrus, ils induisent une croissance folliculaire.
Administrés dans le dioestrus, ils raccourcissent la durée de vie des corps jaunes, en raison du

role lutéotrope de la prolactine, mais n'induisent pas d'cestrus dans les semaines qui suivent

(Gobello, 2006 ; De Gier et al. 2008).

Leur efficacité dans le développement de I'cestrus dépend de la dose, de la durée du traitement
et du stade de I'ancestrus (Beijerink et al. 2003 ; De Gier et al. 2008 ; Pierson & Buff, 2009).
L'administration d'agonistes de la dopamine induit avec succés un cestrus fertile et une
ovulation spontanée chez la plupart des chiennes a différents stades de 1'anestrus. Cet cestrus

survient plus tot chez les chiennes a la fin ou au milieu de I'ancestrus (Verstegen et al. 1999).

Le suivi de I'évolution de I'indice éosinophilique ainsi que celui du diamétre des ovaires ont
montré qu'ils étaient positivement corrélés au cours de la période comprise entre le 5eme jour
du preestrus et le milieu de I'cestrus. Des modifications de I’aspect ultrasonore des ovaires et
une augmentation significative de leur diamétre ont indiqué I’approche du moment de
I’ovulation, a savoir un diameétre ovarien de 18,4 +/- 1,69 mm et un indice éosinophilique
d’environ 90% situé¢ approximativement entre le 14 jour et le 16 +/- 1 jour de chaleur. Ceci est
similaire aux observations de plusieurs auteurs, les chiens ovulent en moyenne le 12eme jour
de chaleur (Van Haaften et al. 1989). 12,5% (1/8) des chiennes ont ovulé le 20°™ jour de
chaleur. Dans une étude portant sur des chiennes de toutes races (nombre indéterminé), seules
13,3% des chiennes ovulent entre le 16 et le 25 e jour de chaleur (Doucet & Vannimenus,
2001).

L'ovulation peut survenir entre le cinquieme et le trentiéme jour apres le début des chaleurs
(England & Concannon ,2002). Le temps d'ovulation varie d'une chienne a l'autre et d'un
cycle a l'autre pour le méme chien (Cirit et al. 2007). Toutes les chiennes dont I’cestrus a été
induit par ce traitement ont développé une grossesse. Aprés insemination artificielle ou
projection naturelle, des taux de grossesse de 83% ont été rapportés apres l'induction de
l'cestrus par la bromocriptine (Z06ldag et al. 2001). Aprés insémination artificielle, des taux de
grossesse de 75% ont été obtenus a la suite de I'induction de l'oestrus par la cabergoline (Cirit
et al. 2007).

L'estimation du moment de I'ovulation était basée uniquement sur la détermination de l'indice
éosinophilique et de I'échographie des ovaires, de sorte que le moment de sa manifestation

était estimé a peu pres. L'utilisation du frottis vaginal doit étre complétée par la détermination
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des niveaux de progestérone, car les frottis vaginaux sont de bons indicateurs pour la
surveillance de la chaleur, mais sont insuffisants pour déterminer la période ovulatoire
(Concannon, 2011 ; Guerin et al. 1996 ; Van Haaften et al. 1989 ; Wildt et al. 1979).

Le suivi de I’évolution du diamétre ovarien au cours du pro-cestrus et de 1’oestrus était facile;
Cependant, la distinction échographique des folécules pré-ovulatoires était difficile, de méme
que la différenciation entre les phases pré-ovulatoire et post-ovulatoire.

La différenciation échographique entre les follicules pré-ovulatoires et le corps jaune est
parfois difficile (Hayer et al.1993 ; England et al. 2003). L'utilisation du frottis vaginal et de
I'échographie des ovaires doit étre complétée par la détermination du niveau de progestérone

afin de localiser correctement l'ovulation (Van Haaften et al. 1989).

Il est important de noter que la taille et le poids de certaines de nos chiennes et la qualité de
I’échographie ne permettent pas de visualiser clairement les follicules. C'est pourquoi nous
avons di nous concentrer sur la détermination de la taille et de l'apparence des ovaires.
Fontbonne & Malandin (2006) montrent que lI'examen échographique des ovaires n‘augmente
que de 10% la précision de la détection de l'ovulation par rapport au test a la progestérone, et
que la détection de l'ovulation peut étre réalisée a l'aide d'un systéeme a ultrasons. Qualité
standard en effectuant un examen quotidien des chiennes de moins de 25 kg. Par contre, pour
les chiennes de grande taille ou obe¢ses, il est nécessaire d’utiliser un appareil a ultrasons de
meilleure qualité. Cela a également été rapporté par Hayer et al. (1993). Concannon et al.
(2001) recommandent d'utiliser une sonde linéaire sectorielle a haute fréquence (8-10 MHz)

pour visualiser le changement ovarien pendant I'ovulation.

Selon Hewitt & England (2000), il existe généralement deux pics de kératinisation pendant la
chaleur, cela n'a pas été observé chez nos chiennes. Toutes nos chiennes ont présenté au cours
de l'eestrus une évolution de l'indice €osinophilique semblable aux observations de Guérin
(1997) qui indique que I'indice est compris entre 20 et 50% le premier jour d'cestrus et qu'il

dépasse 50% le deuxiéme jour.

Le moment d'expression du pic d'indice éosinophilique était variable d'une chienne a l'autre
entre 12 et 20 jours de chaleur. Dans une étude, Schutte (1967) rapporte que 89% des
chiennes ont exprimé ce pic le 14e jour du cycle. 43% des chiennes ont montré ce pic le 10°m
jour du cycle. Ce pic de l'indice éosinophilique apparait entre le 8éme et le 12eme jour du
cycle (Taradach , 1980).
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En ce qui concerne la durée des deux phases thermiques, preestrus et cestrus, nous n’avons
observé aucune différence de durée d’expression avec la chaleur naturelle. Le preestrus peut
durer de 3 a 21 jours avec une moyenne de 7 jours; l'cestrus peut durer de 3 a 21 jours avec

une moyenne de 11 jours (Wildt et al. 1979, Concannon, 2011).

Comme tout traitement chimique, nous voulions vérifier si la bromocriptine était susceptible
d’induire des effets indésirables sur nos animaux, de sorte que les vomissements étaient le
seul effet secondaire observé chez cing femelles, ce symptéme disparaissant apres 10 jours de
traitement. Pierson & Buff (2009) rapportent que les effets secondaires les plus courants sont
les vomissements, qui surviennent dans 3 a 25% des cas aprés un traitement par des
antiprolactiniques. La bromocriptine provoque souvent des vomissements au début du
traitement et peut également provoquer une anorexie (Kutzler, 2005 ; Kutzler, 2007). Par
contre, nous n‘avons pas observé de décoloration des cheveux associée a l'utilisation de
bromocriptine, contrairement a la cabergoline, qui induit une décoloration cutanée transitoire
chez 25% des chiennes recevant cette molécule pendant 14 a 45 jours (De Gier et al. 2008 ;
Pierson & Buff, 2009).

5. Diagnostic et suivi échographique de la gestation
Le suivi échographique de la gestation était effectué sur un nombre total de 37 chiennes

réparties comme suit :

Huit chiennes de race berger de I’atlas agées de 2 ans avec un poids de 14 a 16 kg ¢étaient
gardées en permanence au niveau du chenil du service de pathologie des carnivores ?ayant
subis un traitement inducteur des chaleurs par I'usage de la Bromocriptine (Parlodel ® 2.5mg)
par voie orale, leurs chaleurs étaient suivies par cytologie vaginale, échographie des ovaires et
dosage de la progestérone, elles étaient mise en contact avec un méale pendant la période de
reproduction (multiples saillies naturelle contr6lées) accompagné d’un suivi de I’évolution de

leur gestation..

Une chienne de ce groupe n’a pas fait I’objet du suivi de gestation vue quelle a développée
des chaleurs anovulatoires. Un diagnostic et suivi de gestations par échographie sur 30
chiennes de différentes races agées de 8 mois a 5ans avec un poids de 10 a 35kg, ramenées
régulierement par leurs propriétaires sur rendez-vous pour diagnostic et suivide leurs
gestations, toutes ont subis des saillies naturelles multiples contrélées, signalons que ces

derniére n’ont subit aucun suivi des chaleurs au niveau de notre service .
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5.1 Protocole de mise en reproduction

5.1.1 Suivi des chaleurs:

Effectuer uniquement pour le groupe des 8 chiennes gardées au niveau du service de
pathologie des carnivores, par cytologie vaginale, échographie des ovaires et dosage de la
progestérone, apres traitement inducteurs des chaleurs (voir partie expérimentale suivi des

chaleurs).
5.1.2 Saillie

Lorsqu’une chienne entre en cestrus et présente un indice ¢osinophilique supérieur ou €gale a
80% avec un aspect échographique des ovaires qui indiquait ’approche de I’ovulation et des
taux de progestérone avoisinant ou superieurs les 23 nmol/L le moment de I’ovulation ce qui
coincide avec le milieu de 1’cestrus, elle est présentée toute les 24 heures, a un male
plusieurs jours de suite pour des saillies naturelles contrdlées, la moyenne des saillies étaient
de 1a 2 saillies /jours pendant une durée de 4 a 5 jours. Les saillies ont eux lieu dans une salle
calme séparé du chenil ou les chiennes étaient gardées, et afin de ne pas stressé les animaux

la méme personne controlée les saillies.

Durant la mise en reproduction des chiennes et en fonction de la race de la chiennes, 2 males
des mémes races des chiennes ont été utilisés pour la saillie, agés de 4 ans et d’un poids
estimé a 16 et 20 kg. Les males en question étaient gardés dans une salle isolée loin des
femelles, pour une courte période correspondant aux saillies. La qualité de la semence des

chiens en question était vérifier (mobilité et détection d’éventuelle anomalie).

5.1.3 Choix du repere déterminant le début de la gestation (JO) :

Le moment de la derniére saillie (DS) était le repere choisi pour définir le jour du début de la
gestation (JO-DS) étant donnez que toutes nos chiennes étaient soumise a de multiples
saillies naturelles contr6lés. Nous avons jugé utile d'évaluer approximativement le moment
du pic de LH a fin d'établir un rapport entre le jour de la derniere saillie et le pic de LH vue
que de nombreux auteurs se base sur le pic de LH pour déterminé le début de la gestation ,

cela en se basons sur les critéres suivants :

" Ladécharge de LH a lieu en fin de pro-cestrus ou en début d’cestrus.
" L’cestrus dure en moyenne 08 jours.

" Un pic pré ovulatoire de LH, a lieu 48 heures avant I’ovulation.
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" La période fertile s’étend le plus souvent sur 8§ jours entre le pic de LH et la fin de
L’cestrus cytologique.
" La période de fécondation qui se situe entre le 4éme et le 8¢me jour apres le pic de
LH.
5.1.4 Matériel échographique
Il s’agissait d’un échographe transportable muni d’une sonde sectorielle mécanique avec une
gamme de fréquences de 3,5- 5 MHz, et d’une autre a balayage linéaire de 3,5- 5 MHz, qui
permettait d'avoir des images en coupe transversale ,frontale et sagittale a été utilisée durant
toute la période de la gestation sur la totalité de notre effectif. La fréquence choisie pour les
examens était de 5 MHz.
a) Caractéristiques de I’appareil :
Marque DRAMINSKI (Animal profil), portatif.

e Imagerie en mode B et B + B.
e Ecran grand LCD 6,4 pouces avec haut contraste,

e  Mémoire jusqu’a 200 images (avec ’enregistrement de n° de ’animal et la date de

I’examen),
e Boucle vidéo (ciné loup),
e Zoom double
e Clavier de membrane, trés facile a nettoyer,
e Possibilité de connecter I’appareil a un ordinateur via USB 2.0.

b) Les sondes utilisées durant notre suivi:
Principalement a balayage sectorielle pour la grande majorité des examens échographiques et
parfois des coupes sont obtenues a 1’aide de sondes a balayage linéaires. Il s’agissait d’une
sonde mécanique sectorielle et d’une autre sonde linéaire avec gamme de fréquences de 3,5-
5,0 MHz.

c) Enregistrement des images :

Les enregistrements photographiques étaient réalisés en connectant I’appareil a un mode de
stockage externe via un port USB en utilisant une clé USB de type ADATA 16 GO, les

images sont par la suite transférées sur un ordinateur pour traitement.
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5.1.5 Réalisation de I’examen échographique

5.1.5.1 Préparation et contention

La chienne est conduite dans une salle calme aménagée spécialement pour I’examen
¢chographique et apreés une tonte large de ’abdomen de I’ombilic jusqu’a la région pubienne
et de part et d’autre des chaines mammaires, la chienne était mise en décubitus dorsal, une
sédation était parfois nécessaire pour certaines chienne fortement agitées. Lorsque
I’échographie est longue et le ventre trés volumineux, la chienne se tourne dans une position
intermédiaire entre le décubitus dorsal et latéral sans que 1’opérateur soit géné.

5.1.5.2 Echographie

Les échographies sont pratiquées & partir du 10 jour aprés la derniére saillie ; Leur
fréquence est d’une échographie tous les 1 a 2 jours jusqu’a I’approche de la mise bas (figure
56).

Nous nous sommes donc efforces a partir de J10-DS de limiter a 1 jour, Pintervalle qui
séparait le jour ou un élément ne pouvait pas étre échographié et le jour ou ce méme elément
était visualisé sur notre écran. Pour les organes cavitaires, nous avons arbitrairement fixé a 5
millimetres, le diamétre seuil a partir duquel une vésicule anéchogene pouvait étre prise en

compte sur notre écran méme s’il était possible de la deviner préalablement.

Ainsi les données recueillies était formulées en calculant la moyenne +/- SD (standard

déviation).
Durant les échographies les étapes suivantes ont étaient respectées :

a. Un repérage topographique de la vessie, des reins, du rectum et des gros vaisseaux
lombaires, de la chienne.

b. Une recherche des ampoules dans l'aire périe vésicale en balayant la région pré-
pubienne tout en inspectant les culs de sacs péri vésicaux et entre la vessie et les reins
en placant la sonde latéralement aux chaines mammaires.

c. Un examen de ’ampoule suivant son axe longitudinal et transversal pour un examen
des annexes et un suivi du développement de I’embryon.

d. Un examen du feetus suivant son axe transversal et longitudinal pour déterminer son

évolution avec visualisation de différents organes et des parties anatomiques.
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Figure 56 : salle aménagée pour la réalisation les examens échographiques

4.5.2.3 Localisation des ampoules

Dans un premier temps, nous échographions les organes abdominaux qui forment des repéres
topographiques. I1 s’agit des reins, de la vessie, des gros vaisseaux lombaires.

Dans un deuxiéeme temps, les ampoules sont recherchées dans I’aire péri-vésicale, en
effectuant un balayage lent de la région prébupienne en plagant la sonde latéralement aux
chaines mammaires.

Enfin, nous identifions les ampoules situées plus cranialement le long des cornes utérines, par
un balayage de 1’abdomen entre la vessie et les reins, entre les chaines mammaires et
latéralement a celles-ci, les conceptus sont plutdt recherchés entre la masse intestinale et la
paroi abdominale.

5.1.5.3 Identification des I’ampoule

Pendant la premiere moitié de la gestation, 1’échogénicité des différentes structures de 1’ceuf
est examinée. Une fois que I’embryon est bien individualisé, nous procédons a des coupes
échographiques suivant les axes longitudinal et transversal de ’ampoule pour examiner les
annexes, puis de I’embryon pour définir les étapes de son développement.

Pendant la deuxieme moitié de la gestation, les annexes sont en place, le suivi du
développement feetal était le plus intéressant, ainsi que le dénombrement de la portée. Un a

deux conceptus de la méme portée, sont examinés avec précision a chaque échographie. Un
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balayage suivant les axes transversal et longitudinal du feetus était nécessaire pour déterminer
(visualisation de différents organes, leur croissance, les battements cardiaques, la
minéralisation du squelette ..... etc.)

5.1.5.3 Tableaux d’étude

Les différentes données sont répertoriées dans un tableau qui constitue un calendrier
gestationnelle qui rapport les différents événements du développement embryonnaire et
feetale.

5.2 Résultats

5.2.1 Diagnostic précoce de la gestation

Le diagnostic échographique précoce de la gestation était possible a J12-DS chez 2,70 %
(1/37) une chienne et a J13-DS chez 8,10 % (3/37) chiennes, & J14-DS (+ /-1J) chez 91,89%
(34/37) (tableau 11).

Tableaux 11 : diagnostic précoce des ampoules sur un effectif de 37 chiennes

J-DS Diamétre de ’ampoule mediane Répartition en fonction I’effectif
(diagnostic précoce) étudié
J12-DS 4mm a7 mm 5,5mm 2,70%
J13-DS 4mma 7 mm 5,5mm 8,10 %
J14-DS 10 et 20 mm 15mm 91,89%
(+/-13)

5.2.2 Echographies durant la période embryonnaire

Rappelons que la période embryonnaire s’étend de J19-LH a J35-LH (EVANS HE et
Christensen 1979) ,elle commence lors de I’implantation qui se situe entre J17-LH et J19-LH
correspondant a J9-DS et J22-DS, jusqu'a J23-LH et J35-LH correspondant a J26-DS et J38-
DS (Concannon et al. 1989), elle comprend la mise en place des annexes et I’organogeneése,
jusqu’a ce que I’embryon ait acquis les caractéres externes de son espéce vers J35-LH soit

J27-DS (Concannon et al 1989), il est alors nommé feetus.
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a. Description des ampoules
a.1 Localisation topographique

Les ampoules échographiées étaient toutes dans 1’espace péri vésical, la taille des ampoules
était située de 4 a 7 millimétres & J12 et &4 J13-DS, leur repérage par échographie était difficile.
D’autres ampoules d’un diamétre de 10 a 20 milliméetres étaient observées a J14-DS (+/-1J),
se trouvaient en superficie au dessus de la masse intestinale (le diamétre de I’ampoule
comprenait celui de la vésicule anéchogene avec 1’épaisseur de 1’enveloppe échogene qui

I’entourait) (figure 87).

a.2 Aspect échographique des ampoules

Les ampoules étaient constituées d’une cavité anéchogéne sphérique centrale qui représente la
vésicule vitelline, elle est entourée par une ceinture d’échogénicité modérée et uniforme qui

est ’image du chorion en formation.

L’embryon n’était pas encore visible entre J12-DS et J14-DS (+/-1J). Sur les gestations

diagnostiquées a ce stade, nous avons distingué 2 types d’images.

Les plus petites ampoules embryonnaires observées chez 10,81 % (4/37) des chiennes, elles
étaient constituées d’une vésicule vitelline de 2 mm a 3 mm de diamétre, entourée d’un

chorion de 3 mm a 4 mm d’épaisseur.

Entre J12-DS et J14-DS (+/-1J). Les petites ampoules échographiées étaient toutes dans

I’espace péri vésical, fortement rapprochées de la de la vessie (figure 87).

Les ampoules de plus grandes tailles observées a J14-DS (+/- 1J) chez 91,89% (34/37) des
chiennes et présentaient une vésicule anéchogene qui mesurait 4 a 7 mm de diametre,
entourée d’une enveloppe échogene de 5 a 8 mm d’épaisseur. Les ampoules étaient toutes
dans I’espace péri vésical. Nous avons identifié deux & quartes ampoules chez 81,08% (30/37)
des chiennes, sur une méme image échographique. L’embryon n’était pas encore visible a ce

stade.

A 13-DS (+/- 0,5 J), sur 5 gestation soit chez 13,51% (5/37) des chiennes, nous avons pu

identifier 4 ampoules qui se trouvées dans un espace tres restreint.
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a.3 Diagnostic différentiel

Les ampoules embryonnaires ne doivent pas étre confondues avec des éléments vasculaires ou
intestinaux échographiés.

Une anse intestinale en coupe transversale donne une image échographique circulaire: la
muqueuse et la musculeuse forment un anneau hypoéchogene, entouré de la séreuse plus
échogene (visible dans le plan perpendiculaire aux ultrasons), la lumiere intestinale vide est
un point hyperéchogene sans cone d’ombre associé. Le contenu intestinal forme une masse
hyperéchogene, le péristaltisme intestinal le fait évolue et sa migration peut étre suivie un

court instant sur I’écran (figure 87).

Les vaisseaux sous lombaires sont fréquemment échographiés dorsalement a la vessie. En
coupe transversale, I’aorte et la veine cave caudale forment deux anneaux dont la paroi est
fine et échogene et dont le contenu reste anéchogeéne. L’aorte est pulsatile. Lorsque ces
vaisseaux sont échographiés en coupe transversale. Ils ne peuvent ainsi pas étre confondus

avec une ampoule embryonnaire (figure 88,89).

b. Echographie de I'embryon

L’évolution échographique de ’embryon a pu étre suivie qu’a partir de J16-DS (+/-1J) chez
100% (37 sur 37) des chiennes (approximativement a J24-LH) (figure 88,89).

Entre J12-DS et J14-DS (+ /-1J) (soit J20-LH et J23-LH), aucune image de ’embryon n’a pu

étre obtenue.

A J16-DS (+/-1J) (soit J24-LH) ’embryon était détecté sur 1’écran sous la forme d’un point

hyperéchogene plaqué contre le chorion, de 5 a 15 mm de diamétre.

Entre J17-DS (+/-1J) et J18-DS (+/-1J) (soit J25-LH et J26-LH) les battements cardiaques
¢taient reconnaissables, sous forme de mouvements pulsatiles trés rapides d’un point

hyperéchogeéne au centre de ’embryon. A ce stade le coeur n’est pas encore délimité (figure
90,91).

Entre J19-DS (+/-1J) et J20-DS (+/-1J) (soit J27-LH et J28-LH) les embryons avoisinaient
les 10 mm de long il avait un aspect ovalaire a J19-DS (+ /-1J) (figure 92,93).
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AJ20-DS (+/-1J) ont pouvait repérer plusieurs ampoules a la fois sur 1’écran, les embryons

étaient accolés a une vésicule sphérique anéchogene (l'allantoide en formation).

Entre J20-DS (+ /-1J) et J21-DS (+/-1J) les embryons prenaient 1égérement une forme d’un 8,
ils mesuraient environ 4 mm a 6mm de long sur 2 mm a 4 mm de large a cette période les

contours restaient mal définis dii a I’évolution des annexes embryonnaires autour d’eux.

Les embryons visualisé a cette période semblaient tous sont situés dans la partie médiane de

I’ceuf, et leurs battements cardiaques €taient nettement observes.

Entre J21-DS (+/-1J) et J22-DS (+ /-1J) (soit J29-LH et J30-LH), la forme de 8 des embryons
se définissaient nettement. Les deux boucles qui formaient un 8 étaient de taille et de densité
quasi semblables. A cette période l'activité cardiaque en croissance était plus facilement
reperable , la vésicule vitelline se rétractait par rapport au développement de ’embryon et
prenait la forme d’une ligne échogéne qui traversait 'ampoule (figure 94,95). Les bourgeons

des membres antérieur sent étaient repérable a partir de J22-DS (+ /-1J) (soit J30-LH).

A J24-DS (+/-1J) (soit J32-LH), les hémispheres cérébraux étaient détecteés sous la forme
petites poches anéchogene symétrique les bourgeons des membres postérieurs étaient

également visibles (figure 96,97).

A partir de J25-DS (+/-1J) (soit J33-LH), une densification des contours du crane témoignait
d’une ossification des os frontaux et parié¢taux. Entre J23-DS (+/-1J) et J26-DS (+/-1J) (soit
J32-LH et J34-LH) les membres antérieurs et postérieurs apparaissaient nettement sur I’écran

sous forme de points isolés et hyperéchogénes de part et d’autre de I'embryon (figure 98,99).

A partir J26-DS (+/-1J) I’embryon présentait la forme externes de son espéce, de ce fait il

était consideré a cette période comme feetus (figure100, 101).
c. Mise en place des annexes
c.1 Chorion

Entre J17-DS (+/-1J) et J20-DS (+/-1J) (soit J25-LH et J28-LH), le chorion était visible et

entourait complétement 1’ceuf.

A partir de J19-DS (+/-1J) (soit J27-LH), le chorion lisse et villeux étaient différenciable

simultanément avec une croissance en longueur de I’ampoule (figure 92,93).




A partir de J20-DS (+ /-1J), sur une coupe longitudinale de I’ampoule, I’extrémité du placenta

formaient un bourrelet d’échogénicité marquée.

Entre J22-DS (+/-1J) et J25-DS (+/-1J) (soit J30-LH et J33-LH), la ceinture placentaire était
deux fois plus longue I’embryon (figure 94, 95).

Entre J30-DS (+/-1J) et J33-DS (+ /-1J) (soit J38-LH et J41-LH), le foetus était plus long que le
placenta (figure 105, 106, 107,108).

c.2 Vésicule vitelline et I'allantoide

De J14-DS (+/-1J) jusqu'a J18-DS (+/-1J) (soit J25-LH), le liquide vitellin occupait toute

I’ampoule.

Entre J19-DS (+/-1J) et J21-DS (+/-1J) (soit J27-LH et J29-LH), les deux annexes se

partageaient ’espace anéchogéne de I’ceuf sous deux aspect :

e Une poche anéchogene délimitée par une membrane échogeéne au milieu de ’ampoule

et plaquée contre I’embryon (1’allantoide en formation) (figure 92,93).

e Une ligne régulicre échogeéne qui divise D'ceuf en deux parties toutes deux
anéchogenes qui représentaient la limite entre les deux vesicules allantoidienne et

vitelline.

Entre J20-DS (+ /-1J) et 24-DS (+ /-1J) (soit J28-LH etJ32-LH), les deux annexes embryonnaires

étaient échographiées simultanément (figure 94, 95, 96,97).

A partir de J25-DS (+/-1J) (soit J33-LH), le sac vitellin était vidé de son contenue et formait

une poche tubulaire flasque, les parois du sac se plissent et flottent a la maniére d’un voile.

A J27-DS (+/-13) (soit J35-LH), la vésicule vitelline était encore plus large que I’embryon
(figure 102).

¢.3 Amnios

Etait Visualisée a partir de J27-DS (+/-1J) (soit J35-LH), de maniére irréguliére avec une
échogénicité moindres que la membrane vitelline vue que sa paroi était plus fine que la paroi

vitelline qui est richement vascularisée.
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5.2.3 Echographie durant la période feetale
a. Evolution des annexes feetales
a.1 Chorion

Entre J27-DS (+/-1J) et J42-DS (+/-1J) (soit J35-LH et J50-LH), les ampoules devenaient
coalescentes par leurs chorions lisses en fonction de la taille de la portée ;

A J32-DS (+/-1J) (soit J40-LH) I’épaisseur du placenta avoisinait les 3 a 4 mm.
A J37-DS (+/-1J) (soit J45-LH) I’épaisseur du placenta mesurait 6 a8 9 mm.

Entre J35-DS (+ /-1J) et J38-DS (+/-1J), le chorion villeux se séparait du chorion lisse et font
saillie, les zones de décollement correspondaient aux endroits de formation des hematomes
marginaux (appelés bordure verte) (figure 111,112,113,114,115,116,117).

A partir de J47-DS (+/-1J) (soit J55-LH) le diametre abdominal du feetus se rapprochait du
diametre interne de la ceinture placentaire. Les eaux feetales était refoulées vers la périphérie

de ’ampoule (figure 125,126).
a.2 La vésicule vitelline

A J29-DS (+/-1J) (soit J37-LH), la vésicule vitelline était vidée de son liquide et sa parois était

¢épaissie formation (d’un réseau vasculaire) (figure 103,104).

A J32-DS (+/-1]) (soit J40-LH), le sac vitellin se rétractait au dépend de la croissance
importante du feetus, chez certaine chiennes le sac vitellin rétracté, était difficile a repéré
(figure 109,110).

b. Echographie du feetus
b.1 Mobilité du feetus
Jusqu'a J20-DS (+/-1J) (soit J28-LH) les foetus étaient immobiles.

De J21-DS (+/-1J) a J25-DS (+/-1J), de lentes ondulations du corps étaient repérées et

constituaient les premiers mouvements du feetus.




Entre J27-DS (+ /-1J) et J35-DS (+/-1J) (soit J35-LH et J43-LH), des mouvements de type

saccadés étaient observé sur les foetus.

A partir de J29-DS (+ /-1J) (soit J37-LH), les mouvements saccadés des membres étaient
facilement repérables, les mouvements des machoires étaient observée vers J35-DS (+ /-1J)
(soit J43-LH).

b.2 ldentification des régions anatomiques et des organes cavitaires

A partir de J29-DS (+/-1J) (soit J37-LH), le cceur était échographié au sein de I’aire
pulmonaire (figure 103,104).

Entre J29-DS (+/-1J) (soit J37-LH) et J40-DS (+/-1J) (soit J48-LH) les différentes cavités
cardiaques apparaissaient progressivement (figure 103, 119).

A partir de J30-DS (+/-1J) (soit J37- LH) Les poumons, le foie et le diaphragme étaient
visualises (figure 105, 106, 107,108).

A J35-DS (+/-1]) (soit J43-LH), le cceur était divisé sur sont axe longitudinale en deux

cavités distinctes qui correspondait aux ventricules (figure 111,112).

A partir J40-DS (+ /-1J) (soit J48-LH), toutes les cavités cardiaques étaient bien différenciées
(figure 118,119).

Entre J30-DS (+/-1J) et J35-DS (+/-1J) (soitJ38-LH et J43-LH) , 1’estomac était réparable,

sous la forme d’une sphére anéchogéne de 3 a 7 mm de diamétre, a gauche en partie moyenne

du corps (figure 105, 112).

Entre J32-DS (+/-1]) et J35-DS (+/-1J) (soit J40-LH et J43-LH), la vessie était échographiée
sous la forme d’une sphére anéchogene en région périnéale de 1’abdomen (figure 109,

110,111, 112), sa taille était variable.

Entre J35-DS (+/-1J) et J40-DS (+/-1J) (soit J43-LH), les organes génitaux ainsi que les doigts
(phalanges) étaient différenciés.ont pouvait alors distinguer plus au moins facilement le sexe
du feetus .Nous avons apprécié la détection des organes génitaux des feetus chez 8 chiennes ;

ainsi leur détection était facile chez 6 chienne entre J35 et J40-DS (Figure 57).
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nombre de chiennes

J15-J20DS

J25-J30DS

J35-J40DS
jours de gestation (JO-ds)

Figure 57 : moment de détection des bourgeons genitaux par échographie durant les suivis de
gestation de 8 chiennes (JO-DS)

A partir de J35-DS (+/-1J) (J43-LH), les poumons étaient fortement échogéne comparés au
foie, qui apparaissait moins échogéne, ce dernier occupait un volume important dans
I’abdomen du feetus (figure 111,112).

Entre J29-DS et J30-DS (soit J37-LH et J38-LH), une poche anechogene situé a droite du plan
médian et juste en avant de I’estomac était détectée dans I’aire hépatique et correspondait a la

vesicule biliaire (figure 103,108).

Vers J38-DS (soit J46-LH), la vésicule biliaire mesurait plus de 4 mm de diametre et devenait

facilement réparable (figure 116,117)

A partir J43-DS (+/-1J) (soit J50-LH) la veésicule biliaire prenait une forme ovalaire (figure
120,121).

A partir J45-DS (+/-1J) (soit J53-LH) les masses intestinales était d’une échogénicité tres
hétérogene et les reins se distinguaient facilement du foie, et plus nettement durant les 15
derniers jours de la gestation (figure 123, 124, 125,126).
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b.3 Gros vaisseaux

A partir J30-DS (+ /-1J) (soit J38-LH), 1’aorte était visualisée sous forme d’une petite cavité

anéchogene a proximité des cavités cardiaques (figure 105, 106, 107,108).

A partir de J37-DS (+/-1J) (soit J45-LH) la veine cave caudale, la veine ombilicale, étaient

échographiés sur des coupes transversales et longitudinales du feetus (figure 115).
b.4 Squelette
L’ossification se déroulée d’une fagon progressive durant I’évolution du foetus

o Téte

A J25-DS (+/-1J) (soit J33-LH), la faux du cerveau (falx cérébri) formait une lame échogéne

dans le plan médian du crane (figure 98, 99).

Entre J26-DS (+ /-1J) et J29-DS (+/-1J), le crane prenait une forme ovalaire en coupe frontale
avec présence deux arcs hyperéchogénes qui le délimitait latéralement (les os frontaux et
pariétaux en ossification). Cette configuration du crane permettait de visualisé les deux
vesicules anéchogéne (les hémisphéres cérébraux) séparés par une épaisse lame échogeéne (la

faux du cerveau).

La densification des 0s du crane était nettement prononcée entre J35-DS (+/-1J) (soit J43-LH)
et J44-DS (+ /-1J) (soit J52-LH).

Il est a notez que précocement entre J20-DS (+/-1J) et J25-DS (+/-1J) (soit J28-LH et J33-LH),
chez 27,02 % (10 /37) des chiennes et a J30-DS (+ /-1J) (soit J38-LH) chez le reste de I’effectif,
les os de la face en cours de minéralisation était visible sur des coupes transversale sous la
forme d’un cone hyperéchogéne. A ce stade I’ensemble du crane prenait 1’aspect d’une téte

d’insecte (figure 105, 106, 107,108).

A J30-DS (+/-1J) (soit J38-LH) les arcades zygomatiques sont marquées par un simple trait
hyperéchogeéne qui se densifie progressivement et forment un arc de cercle a ’emplacement

des orbites.
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A partir de J32-DS (+ /-1J) (soit J40-LH), une coupe longitudinale de la téte montrait un aspect
d’un crane de chien (figure 109, 110).

Une coupe longitudinale de la téte entre J32-DS (+ /-1J) et J43-DS (+/-1J) (soit J40-LH et
J51-LH) permettait la distinction nette des os de la face et du crane, (figure109, 121).

e Rachis

A partir de J29-DS (+/-1J) (soit J38-LH), sur une échographie longitudinale le rachis
dessinaient une forme d’échelle et sur une coupe transversale les vertebres étaient repérées

par deux, puis trois points hyperéchogene (figure103, 104).

A partir de J38-DS (+/-1J) (soit J46-LH) 1’ossification du centre du corps vertébral était
observée, la minéralisation des vertébres était dans le sens cranio-caudale (figure 116, 117).

e Cotes

Chez 67,56 % (25/37) des chiennes la minéralisation du plastron costal était repérable a partir
de J26-DS (+ /-1J) (soit J34-LH).

Entre J28-DS (+/-1J) et J31-DS (+/-1J) (soit J36-LH et J39-LH) les cotes devenaient
progressivement hyperéchogéne sous la forme de cones d’ombres qui encadrait le thorax

(figure 103, 110).

A partir de J35-DS (+/-1J) (soit J43-LH), les cotes en ossification formaient des cones d’ombre
prononcés, qui génaient considérablement ’examen (Photos 87,88), la portion ventrale des
cotes de nature cartilagineuse n’était pas en encore pas matérialisée. L’ hyperéchogénicité
des cotes s’étendait dorsalement en se rapprochant des vertébres thoracique partir J42-DS (+ /-

1J) (soit J50-LH).
e Sternum

Entre J34-DS (+/-1J) et J40-DS (+/-1J) (soit J42-LH et J48-LH), les sternebres devenaient

hyperéchogenes dans le sens cranio-caudale (figure 118, 119).
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e Os de la ceinture scapulaires

A partir J31-DS (+/-1J) (soit J39-LH), les scapulas formait deux traits hyperéchogénes de part
et d’autre des premicres cotes, a partir de J35-DS (+/-1J) (soit J43-LH), elles formaient des
cones d’ombres (figure 109, 110, 111,112).

e Bassin

A partir J34-DS (+/-1J) (soit J42-LH), les iliums dessinaient deux longues barres

hyperéchogénes de part et d’autre du sacrum, qui était bien visible a J35-DS (soit J43-LH)
(Photos 87,88).

Les ischions étaient visualisés a partir de J44-DS (+ /-1J) (soit J52-LH) chacun formaient, un
trait moiti€ hyperéchogene dans le prolongement de I’ilium correspondant .Le pubis n’a pas

été observé (figure 122, 123).

e 0Oslongs

Vers J26-DS (+ /-1J) (soit J43-LH) I’ossification des 0S longs des membres, était marquée par la

présence d’un centre d’ossification diaphysaire hyperéchogéne (figure 100,101).

A J30-DS (+/-1J) (338-LH), I’ossification des os long était plus étendue sur la longueur de 1’os
(figure 105, 106, 107,108).

Vers J43-DS (+ /-1J) (soit J50-LH) les extrémités des diaphyses s’évasaient (figure 120,121).
L’ossification des épiphyses n’était pas constatée.
5.2.4 Réalisation d’un calendrier gestationnel

Nous avons rassemblé les résultats dans un tableau, qui indique les dates a partir desquelles
les tissus ou organes désignés pouvaient étre échographiés. Nous avons construit une table qui
indique les dates (standard déviation) a partir desquelles différents tissus, régions ou organes

ont pu étre échographiés.
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Il est & noter que des variations de plus au moins 1 a 2 jours concernant le moment
d’observation échographique d’un phénoméne de développent (embryonnaire ou feetale)
étaient observés durant le suivi, en comparaison avec les observations de different auteurs,
cela peut s’expliquer par la variation de la durée de la gestation d’une chienne a une autre..
D’aprés les examens échographiques ; les différents événements et les modifications
anatomiques qui caractérisent le développement embryonnaire et feetal observé a partir du
jour de la derniére saillie choisi pour déterminer étaient rassemblés sous la forme d’un

calendrier gestationnel.
5.2.5 Dénombrement des foetus

A J22-DS TP’ampoule était encore de taille réduite entre 25 mm et 30 mm de long,

plusieurs pouvaient étre visualisés simultanément sur 1’écran.

A J30-DS les feetus mesuraient moyenne 50 a 60 mm de long, et occupaient toute la largeur
de I’écran, les ampoules étaient échographiees les unes apres les autres suivant le balayage

échographique.

Un dénombrement des foetus effectuer sur 7 chiennes montrait que plus la portée est inférieur
a 5 chiots plus le dénombrement est exacte, alors qui était plus difficile lorsque la portée est
supérieurs a 5 chiots, avec une sous-estimation systématique. Plus la gestation avancait dans
le temps plus I’évaluation de la taille de la portée se rapprochait de I’exactitude. Ce
dénombrement effectuait sur trois périodes de la gestation nous a permis d’évaluer la taille
de la portée avec exactitude sur 57 % (4 /7) chiennes plus aisément a J30-DS .Vers J40-DS
les feetus étaient grands, tres mobiles, leur ossature engendrait la formation de cones

d’ombre, et les eaux feetales étaient refoulées aux extrémités des ampoules (tableau 12).

Tableau 12 : évaluation de la taille de la portée, comparée au nombre de chiots nés évaluation

réaliser sur un effectif de 7 chiennes

Taille de la portée Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7
Vers J22-DS (soit J30-LH)
Vers J30-DS (soit J38-LH)
Vers J40-DS (soit J48-LH)

N N DN W

3
4
4
5

~N| o bW
W W NN
~N| O B~ B~

2 2
3 3
3 5
3 4

ol o] Wl N

A la naissance
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5.2.6 Durée de la gestation

Une estimation de la duré de la gestation par rapport a la taille de la sur 8 chiennes gardé au
niveau de notre service a révelée que la durée de la gestation est en corrélation négative avec

la taille de la portée (figure 58).

nombre de chiots par portée

152 ds

J57 ds 158 ds

159 ds 162 ds
J62 ds
J63 ds 165 ds
H duréede gestation JO-ds

Figure 58 : variation de la durée de la gestation (repére choisie JO-DS) en fonction du

nombre de la portée sur un effectif de 8 chiennes.

La durée de la gestation chez nos chienne calculé a partir de la derniére sallie ne présentait
pas une variation significative selon les races ainsi la durée de la gestation estimé sur 37

chiennes était de 59+ /- 3,8 jour.
5.2.7 Signes physiques liés a la gestation

5.2.7.1 Modifications comportementales

100% (37/37) les chiennes présentaient une augmentation de I’appétit associée a une nette

prise de poids, entre la 2°™ et 6™ semaines de gestation.

91,89% (34 sur 37) des chiennes pressentaient une réduction de I’appétit durant les 15
derniers jours avants mise bas. Une anorexie durant 3 a 4 jours avant la mise bas était
constatée chez 10,81 % (4/37) des chiennes.
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81,08 % (30/37) des chiennes présentaient une tendance a préférer les aliments liquides
particulierement le lait essentiellement durant la derniére semaine avants mise bas ainsi que

durant la premiére semaine apres la mise bas.

83,78% (31/37) des chiennes montraient un comportement dominé par une anxiété et une

agitation avec souvent une anorexie durant les 3 derniers jours de la gestation.

Les chiennes primipares soit 72,79% (27/37 ) de leffectif étudier, développaient une
dysorexie avec une légeére diarrhée durant la premiere semaine post mise-bas cela est
probablement liée a des spasmes intestinaux suite a une vacuité inhabituelle post mise bas de
la cavité abdominale vue que les chiennes sont primipares ; les matieres fécales ont retrouvées

leur aspect normal par la suite.
La miction normale durant toute la période de leur gestation chez la totalité de nos chiennes
5.2.7.2 Modifications anatomiques durant la gestation

100% (37/37) présentaient une nette augmentation progressive du poids entre la 2™ la 6°™®

semaine de la gestation.

Une adipose sous cutanée au niveau de la ragions abdominal était nettement visible au dela
de la 6°™ semaine de la gestation chez nos chiennes multipares soit 29,72% (11/37) .Un peut
plus précocement entre la 4°™ et les 5°™ semaines chez les chiennes primipares qui
représentaient 72,79 % (27/37) de I’effectif totale.

L’hypertrophie des mamelles était constatée chez les chiennes primipares qui représentaient
72,79 % (27/37) de I’effectif total a partir de J30-DS +/- 2J, ce développement mammaire était

constaté plus tardivement chez les chiennes multipares a savoir 20 jours avant la mise bas.

La disproportion entre la taille de ’abdomen et celle du thorax était difficile a appréciée chez

les chiennes ayant une portée de moins de 3 chiots.

100% (37/37) des chiennes présentaient une modification de la fréquence respiratoire,
constater particulierement a partir de J31-DS +/-1J. L’intensité de ce signe était en corrélation

positive avec la taille de la portée.

100% (37/37) des chiennes présentaient une sécrétion lactée (liquide blanc séreux) qui était
détectée a partir de J45-DS +/-3J et un peut plus précocement au environ de J40-DS +/-2]

chez les primipares qui constituaient 72,79% (27/37) de I’effectif total.




5.2.7.3 Autres observation

Nous avons également observé chez les 8 chiennes gestante gardée au niveau de I’institut que
la durée d’une mise bas était variable en fonction de la taille de la portée et variée entre 6 a 16
heures (la durée était plus élevée chez les primipares) et que cette durée était également en

corrélation avec le nombre de chiots expulses.

Dans la plus part des cas la mise bas était entre coupée de plusieurs phases de repos durant
lesquelles la chienne ne présenté pas de contraction ces phase était d’une durée entre 15 a 120
minutes, ces phases qui correspondes a 1’espace-temps entre ’expulsion d’un chiot et un

autres subissait un raccourcissement de plus en plus que la mise bas progressait dans le temps.
5.3 Discussion

5.3.1 Diagnostic précoce de la gestation

Nous avons observé les premiéres ampoules embryonnaires a J12-DS chez une chienne soit
2,70 % des cas, a J13-DS (+/- 1J) chez 8,10 % (3/37) des chiennes, a J14-DS (+/- 1J) chez
91,89% (34/37) des chiennes. Englande et al. (1990) effectue les premiers diagnostics
précoces de gestation a J21-LH (JO-pic de LH) et a J22-LH, le diamétre externe des vésicules
embryonnaires est de 0,9 a 1,1 cm, ce qui correspond a la taille des ampoules palpées a J13-
DS et a J14-DS (Concannon & Lein, 1989).

Sur 2 femelles Concannon & Lein (1989) identifie nt les premiers sacs embryonnaires entre
J9-DS et J10-DS et les vesicules anéchogenes étaient de trés petite taille de 1 millimétre de
diametre. Sur 13 chiennes, Concannon & Lein (1989) observent une croissance exponentielle
des sacs embryonnaires entre J9-DS et J17-DS le sac anéchogéne mesuré de 1 a 2 mm de

large sur 2 a 4 mm de long (il est entouré d’une ceinture choriale de 3 mm environ).

Durant un suivi des chiennes de différentes races, un premier diagnostic de gestation positif
est donné a J7-DS et ’embryon devient visible a 10 jours aprés la derniére saillie observée
(Cartee et al. 1984) . Stowater et al. (1989) échographie les vésicules embryonnaires
anéchogeénes pour la premiere fois entre J11-DS et J25-DS. Pollet & Viaud (1988) note que la

gestation est suivie a partir de J16-DS.

D’autres études rapportent des résultats qui peuvent paraitre assez différents des précédents.

La variation des dates est essentiellement due au choix du premier jour de la gestation ,
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Yeager & Concannon (1986) indique nt que le premier diagnostic de gestation est possible a
J19-LH et aJ20-LH, précise également que ce résultat correspond a une découverte des
ampoules entre J13 et J21 aprés la premiére saillie dans le méme groupe de chiennes, et que le

diagnostic le plus précoce a lieu 10 jours apres la derniere saillie.

Nous retiendrons que dans le cadre de notre étude, le diagnostic échographique de la gestation
était possible a partir de J12-DS et avec certitude a partir de J14-DS (+/- 1J). Nos résultats
sont en accord avec ceux des auteurs précédents, avec de légeéres variations liées a influence
de certains facteurs, citant la durée variable d’une gestation a une autre, les caractéristiques

de I’échographe et de la sonde que nous avons utilisée.
5.3.2 Vitalité des feetus:
a. mouvements cardiaques

Les premiéres pulsations cardiaques étaient détectées entre J17-DS (+/- 1J) et J18-DS (+/- 1J),
ces battements cardiaques étaient sous forme de mouvements pulsatiles réguliers et trés
rapides d’un point hyperéchogéne au centre de I’embryon, alors que le cceur n’était pas

encore délimité, nos résultats se rapprochent ceux de nombreux auteurs.

Concannon & Lein (1989) détectent les battements du cceur entre J15-DS et J17-DS, ils
sont reconnus comme un mouvement de tremblement au centre de I’embryon. Plus
tardivement selon Cartee et al. (1984) qui repere les premiers battements du cceur des
embryons a J28- DS et la mobilité des feetus entre J34-DS et J37-DS. England et al. (1990)
échographie les mouvements cardiaques 33 jours avant la mise bas. Concannon & Lein

(1989) indique que le bulbe cardiaque est proéminent a J14-DS et a J17-DS.

b. Mouvements feetaux

Entre J21 (+/- 1J) et J25-DS (+/- 1J) les premiers mouvements étaient repérés sous la forme
de lentes ondulations du corps, et & partir de J27-DS (+/- 1J), les feetus étaient animés de
mouvements saccadés, vers J35-DS (+/- 1J) des mouvements des membres, puis des
machoires étaient observées, ces observations correspondent a celles de Cartee et al. (1984)

et Concannon & Lein (1989) qui signalent que la mobilité feetale est repérable a partir de J27-
DS.
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C. Signes de mortalité feetale

Sont facilement interprétées a partir des stades ou les cavités cardiaques sont échographiées a
partir de J32-DS selon Concannon et al. (1989) et que nous avons repérés précocement a
partir de J29-DS (+/- 1J). Ainsi, une mort feetale chez une chienne était identifiée a J30-DS
dont I’absence d’activité cardiaque sur un cceur déja délimité a constitué le premier élément

de détection associé a une inertie du foetus.
5.3.3 Dénombrement des feetus

Sur 77 chiennes gestantes de toutes races Bondestam et al. (1984) effectuent un comptage
qui se révele exact chez 58 femelles, soit dans 75% des cas il observe que la précision de
I’examen augmente a mesure que la gestation approche du terme, et que les portées de grande

taille ont tendance a étre sous-estimées, tandis que les portées de petite taille sont surestimées.

Ainsi, un comptage des feetus a trois périodes de la gestation effectué sur 7 de nos chiennes
montrait que plus la portée est inférieure a 5 chiots plus le dénombrement est exact et plus
difficilement lorsque la portée estsupérieurea 5 chiots, avec une sous-estimation
systématique et que plus a gestation avance, plus I’évaluation de la taille de la portée se
rapproche de I’exactitude. Nous avons pu évaluer la taille de la portée avec exactitude chez
57% (4/7) chiennes et cela plus aisément entre J30-DS et J40-DS.

Il est a signalé qu’au début de la gestation avant J22-DS (soit J30-LH), les ampoules sont
petites et se ressemblent. Compter deux fois la méme ampoule, ou oublier I'une d’clles

semble assez facile quelque soit la taille de la portée.

La période intermédiaire située autour de J30-DS nous a paru la plus intéressante,
car les feetus étaient bien différenciés, peu mobiles, leur taille permet encore de les
observer quasi entiers sur 1’écran, les eaux feetales les englobent totalement et les isolent bien
les uns des autres. Les portées de grande taille restaient difficiles a dénombrer; lorsque
I’utérus décrivait des circonvolutions, les ampoules les plus superficielles masquaient celles
qui se situent plus profondément dans ’abdomen, et la taille de la portée était sous-estimée.
En fin de gestation vers J47-DS (soit J55-LH) et apres, il nous a paru délicat de dénombrer les
portées de grande taille du fait de la raréfaction des eaux feetales, de la géne procurée par les
cones d’ombre et de 'intrication des feetus. En revanche, les portées de petite taille pouvaient

étre confortablement inspectées a ce stade.
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Ces résultats correspondent aux conclusions auxquelles aboutissent Bondestam et al. (1984)
et Toal et al. (1986) qui citent que I’estimation de la taille de la portée est d’autant plus fiable
que celle-ci est petite et la limite serait une portée de 4 a 5 chiots. Concannon et al. (1989)
précisent que c’est entre J28-LH et J35-LH, et entre J20-DS et J27-DS que le dénombrement
des feetus est le plus facile et que les différentes parties du corps feetal deviennent
clairement visibles a 1’échographie, a partir de J40-LH, et a partir de J32-DS.

5.3.4 Datation de la gestation
5.3.4.1 Données morphologiques et anatomiques

La plupart des modifications échographiques du développement que nous avons mentionnées
précedemment dans les résultats, refletent les étapes décrites par (Evans & Christensen
,1979) et (Concannon et al. 1989) lors de leur son étude anatomique (le modelage du corps, la

croissance de certains organes internes ou la minéralisation osseuse).
a. Période embryonnaire

Plusieurs auteurs citent que la duree de cette période est située entre J11-DS et J13-DS
(Concannon & Lein, 1989) entre J20-LH et J22-LH, entre J12-DS et J14-DS (Yeager &
Concannon, 1986 ; Yeager & concannon, 1990) , entre J7-DS et J9-DS (Cartee et al. 1984),

Stowater et al .(1989) mentionnent une période plus longue a savoir entre J16-DS et J24-DS.

L’ampoule contenant ’embryon sous une forme encore mal définie, s’observe entre J23-LH
et J25-LH, entre J15-DS et J17-DS (Yeager & Concannon, 1986 ; Yeager & concannon,
1990) et a J17-DS (Stowater et al.1989), a J10-DS (Cartee et al. 1984), entre J19-LH et
J22-LH, entre J10-DS et J25-DS (Concannon et al.1989). Nos résultats ont suggéré qu’avant
J14-DS (+/-1J) I’embryon n’était pas encore visible a ce stade, 1’évolution échographique de
I’embryon a pu étre suivie qu’a partir de J16-DS (+/-1J) qui apparaissait sous la forme d’un

point hyperéchogene plaqué contre le chorion, de 2 a 3 mm de diametre.

La distinction entre la téte et le tronc se manifeste sur une coupe longitudinale de I’embryon
entre J35-LH et J40-LH, a J35-LH, a J27-DS, entre J34-DS et J37-DS et a 1 semaine apres

la premiére visualisation de ’embryon (Stowater et al. 1989).
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Cette distinction avait été observée plus précocement entre J21-DS (+/-1J) et J22-DS (+/-1J),
I’embryon présentait a cette période une téte volumineuse et un corps indifférencié les deux

boucles du 8 étaient de taille et de densité quasi semblable.
b. Période feetale

A J32-DS et & J40-LH les contours de ’embryon sont bien nets, la téte et le corps se
différencient, le crane et les vertébres générent des cones d’ombre, les gros vaisseaux, les
cavités cardiaques ainsi que les valvules sont échographiées (Concannon et al.1989 ; England
et al. 1990). A J35-DS (+/-1J) le cceur était divisé sur son axe longitudinal en deux cavités

distinctes qui correspondait aux ventricules.

Le foie, les poumons et 1’estomac, sont visualisés apres J37-DS et a J45-LH ; dans les 10
derniers jours, la vessie, les reins, le cordon ombilical et ses vaisseaux et la vésicule biliaire

sont observés (Concannon et al.1989 ; England et al. 1990).

Cartee et al. (1984) indiquent qu’a partir de J42-DS, le foie, I’estomac et le ceeur,
sont échographiés, les doigts et les organes génitaux, a J43-DS, les vertebres
sont hyperéchogénes, a 47-DS les mémes centres d’ossification sont plus nets, mais
n’engendrent pas encore de cone d’ombre, a partir de J49-DS, I’aorte est visualisée ainsi que

les orbites et la bouche.

Les vertebres en coupe transversale étaient repérées par deux, puis trois points
hyperéchogenes, le centre d’ossification du corps vertébral s’observe plus tardivement que
ceux des arcs vertébraux et elles engendrent des cones d’ombre a partir de J38-DS (+/-1J). Les
arcades zygomatiques étaient marquées par un simple trait hyperéchogéne, peu
perceptible a J29-DS (+/-1J). La coupe transversale ou longitudinale de la téte prenait I’aspect
d’un crane de chien a partir de J30-DS (+/-1J). La coupe longitudinale de la téte a J32-DS (+/-

1J) et a J43-DS (+/-1J) permettait de visualiser nettement les os de la face et du crane.

Bondestam et al. (1984) indiquent que les feetus sur lesquels sont visualisés 1’estomac, la
vessie, la veine ombilicale et la faux cérébrale dans le plan médian du crane, sont agés d’au
moins 40 jours aprés la derniére saillie. A 35 jours post ovulation, entre J29-DS et J35-DS,
les doigts et les organes génitaux vont commencer a se différencier (Inaba et al. 1984). Le
foie, le ceeur et les poumons, sont mis en evidence entre J32-DS et J39-DS, et ’estomac et la

vessie sont échographiés le méme jour ou les jours suivants (Stowater et al. 1989).
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Les différentes parties du corps du feetus ainsi que les organes internes deviennent clairement
visibles a I’échographiec a J40-LH et a J32-DS (Concannon et al.1989).

Nos observations indiquent qu’entre J30-DS (+/-1J) et J35-DS (+/-1J) 'estomac était
réparable de 3 a 6 mm de diamétre, sous forme d’une sphére anéchogéne située dorsalement a
gauche dans la partie moyenne du corps, et en arriere du plastron costal. Entre J32-DS (+/-
1) et J35-DS (+/-1J) la vessie était échographiée sou forme d’une sphére anéchogéne a
I'extrémité caudale de I’abdomen, avec une variation de sa taille en plus ou en moins d’une
échographie a I’autre. Les organes génitaux étaient nettement repérables entre J35-DS (+/-1J)
et J40-DS (+ /-1J).

A J37-DS (+/-1J) le tronc brachiocéphalique, la veine cave caudale, la veine ombilicale
étaient échographiées a, sur des coupes transversales et longitudinales du foetus. A partir
de J45-DS (+/-1J), la masse intestinale et les reins se distinguaient du foie et plus nettement
durant les 15 derniers jours de la gestation. L’intestin était d’une échogénicité trés hétérogene
par rapport au tissu hépatique, et les reins occupaient un volume important entre 1’estomac et

le bassin de part et d’autre du plan médian.

Ainsi les résultats de ces différentes études indiquent qu’il faut attendre 40 jours de gestation
pour observer les organes internes et le squelette du feetus .ce qui concorde avec nos résultats
concorde avec la plus part des auteurs, mais il semble que les différents événements du
développement foetale que nous avons déja citées soit plus précoce que celles citées par

Cartee et al. (1984).

La durée de la gestation est en corrélation négative avec la taille de la portée ( Bondestam et
al.1984 ; Gradil et al. 2000 ; Million, 2004 ) ; nous avons retenu que durant les suivis que la
taille de la portée avait une influence sur la durée de la gestation ainsi des chiennes dont la
portée était de plus de 5 chiots avait des durée de gestation inférieures ou égales a 56 jours par
rapport a d’autres dont la taille de la portée était de deux a trois chiots et dont la gestation était

d’une durée supérieur ou égale a 60 jours.

Il est a notez également qu’il existe des variations parfois importantes entre les différents
calendriers gestationnels établis par différents auteurs et le calendrier que nous avons établi
ainsi les caractéristiques des échographes, la fréquence des examens, le repére JO choisi, ,la

taille de la portée , la durée de la gestation en sont des causes probables cependant, nous
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avons retrouvé régulierement le méme ordre d’apparition des signes de la croissance feetale:
I’ampoule anéchogéne / ’embryon ovalaire/ la différenciation morphologique de 1’embryon

téte tronc/ parmi les organes abdominaux le cceur/ les poumons et le foie/ ’estomac/ la vessie.
5.3.4.2 Calendrier gestationnelle

La qualité des images échographique fournis par le type d’échographe utilisé pour le suivi de
la gestation joue un rdle important dans la datation des événements qui marquent le
développement embryonnaire et feetal. Pour vérifier cela nous avons échographié le méme
feetus le méme jour avec notre échographe utilisé pour cette étude et deux autres appareils en

a remarquer ce qui suit :

En coupe frontale sur I’écran de I’échographe MSU1 (Smart Mechanical Ultrasound) nous
avons observé le plastron costal sous la forme d’un liséré échogeéne continu de part et d’autre
du thorax. Sur I’écran d’un ’échographe KR-1000 ainsi que sur celui de 1’échographe
DRAMINSKI Animal profil nous pouvions au méme stade de différencier nettement les
cotes les unes des autres sur la méme coupe frontale, grace a un pouvoir de résolution
supérieur et un plus fort grossissement que 1’échographe MSU1l (Smart Mechanical
Ultrasound) ; comme les caractéristiques de 1’échographe influencent considérablement la
définition de I’image obtenue, certains ¢éléments tels que les cones d’ombre issus du tissu
osseux feetal ou les vésicules anéchogéne (vitellus, estomac, cceur...) apparaitront a des dates

plus au moins variables suivant le matériel échographique employeé.

Ce la nous améne a conclure qu’un calendrier gestationnel (tableau 13 ,14) tel que nous
I’avons construit, ne pourra étre utilisé qu’avec la caractéristique de 1’échographe qui a permis

de I’¢élaborer, ou un appareil qui présente les mémes caractéristiques.

D’autres facteurs interviennent également , ainsi pendant la premiere moitié de la gestation, la
race et le nombre de feetus, influencait peu les caracteres morphologiques et biométriques,
mais cela n’empéche pas quelques variations, par exemple, nous avons remarquer qu’
une vésicule de 18 jours d’une chienne Berger allemand avait la taille d’une ampoule de 23
jours d'une femelle de race berger d’atlas , cela va de méme pour les grandes races de plus de

30 kg par rapport aux petites races de moins de 25 kg.
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En revanche, durant la deuxieme moitié de la gestation, cette variation était bien marquée
vue que la croissance des feetus dépendait fortement de leur nombre et de leur race. La

taille du feetus peut aller du simple au double, méme a I’intérieur d’'une méme race.

Il est également important de mentionner que la durée de la gestation présentait une influence
sur le moment a partir du quel un événement qui caractérise le développement embryonnaire
et feetal était observe ce qui fait que ces événements apparaitront, par exemple a des dates plus
précoces dans une gestation d’une courte durée de 53 jours par rapport a une gestation d’une

durée de 60 jours ou plus.
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Tableau 13 : datation échographique de la gestation, effectuée sur 37 chiennes de différentes

races, par usage d’un échographe DRAMINSKI Animal profil de J10-DS a J25-DS.

JO-derniére saillie (DS)

J10+/-1-DS
J13+/-1-DS
J14+/-1-DS
J16+/-1-DS

J17+/-1-DS

J19+/-1-DS

J20+/-1-DS

J21+/-1-DS

J22+/-1-DS

J24+/-1-DS

J25+/-1-DS

observation échographique / mm (millimetre)

Utérus dilaté, hypertrophie de 1’endométre, ampoule non visible.
I’ampoule anéchogene de 4 a 7 mm de diamétre
I’ampoule anéchogene de 10 a 20 mm de diamétre
I’embryon de forme ovalaire de 5 a 10 mm de longueur sur une coupe
frontale
battements cardiaques non détectables

Les battements cardiaques forment de légeres adulations au centre de
I’embryon
Le chorion entoure complétement 1’ ceuf

I'embryon est accolé au chorion avec début de formation des annexes

embryon de forme ovalaire de 10 mm de longueur en coupe frontale
le chorion villeux et le chorion lisse deviennent nettement différentiables
'embryon présente la forme d’un 8, ses contours restes mal définis

I’allantoide et la vésicule vitelline sont €chographiées simultanément

I’embryon est nettement sous la forme d’un 8
vésicule vitelline est rétractée
I’embryon mesure environ 15 mm a 20 mm de long en coupe frontale
les bourgeons des membres antérieurs forment de deux points échogéne

les hémisphéres cérébraux sont visibles
le crane est hyperéchogéne sur les pariétaux (ossification)
les bourgeons des membres postérieurs forment deux points échogenes

’ossification des os frontaux et pariétaux est nette

les bourgeons des membres antérieurs forment des points hyperéchogénes
les bourgeons des postérieurs forment des points isolés hyperéchogenes
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Tableaul4 : datation échographique de la gestation, effectuée sur 37 chiennes de différentes
races, par usage d’un échographe DRAMINSKI Animal profil de J26-DS a J50-DS.

JO-derniére saillie observation échographique / mm (millimétre)

26+/-1J-DS L’ ossification des os de la face forme des points hyperéchogénes
L’embryon mesure 25 a 35 mm de long a acquis les caractéres externes de
son espece (foetus)
début d’ossification des cotes et des os longs du feetus

27+/-13-DS la vésicule vitelline est encore plus large que le foetus.
29+/-1J -DS le cceur est délimité est échographié au sein de 1’aire pulmonaire.
la vésicule vitelline est vide et forme un épais cordon dans I’axe de
I’ampoule

le rachis en début d’ossification dessine une forme d’échelle
Le diamétre de I’ampoule avoisine les 40 a 50 mm
30+/-1J -DS L’ensemble du crane aun I’aspect d’une téte d’insecte

L’estomac forme une poche anéchogéne de 3mm a 7mm de diametre

’ossification des os long est plus nettement visible.
annexes bien développées, membrane allantoide visible
31+/-1J3 -DS La longueur du feetus est égale a celle du placenta.
le plastron costal, les scapulas sont nettement hyperéchogenes

32+/-1J -DS L’ossification des zygomatiques est visible.

un aspect de la téte caractéristique du chiot est visible
la vessie est échographiée avec une taille variable.
mouvements saccadés des foetus sont détectables
35+/-1J -DS La distinction des poumons, du foie et de la vésicule biliaire est facile
Les rachis sont visibles avec 2 noyaux d’ossification par vertebre
L’ilium et les bourgeons génitaux dédeviennent nettement visibles
ceeur est divisé sur sont axe longitudinale en deux cavités distinctes qui
correspondent aux ventricules
36+/-1J -DS Les cotes et les sternébres en ossification forment des cones d’ombre

des mouvements des membres, puis des méchoires sont observées

37+/-1J -DS la veine cave caudale et la veine ombilicale sont distinguées 1’une de
1’autre
38+/-1J -DS la vésicule biliaire forme une sphére anéchogéne de 3 mma 5 mm.

les vertebres présentent 3 noyaux d’ossification hyperéchogenes.

39+/-1J -DS les vertebres forment des cones d’ombre.
40+/-1J -DS les cavités cardiaques sont bien différenciées.
43+/-1J -DS les sternebres et les os de la méchoire sont hyperéchogénes.

les diaphyses des os longs ossifiés, s’évasent
44+/-1J -DS la vésicule biliaire prend une forme ovalaire.

Les ischions sont sous la forme d’un trait hyperéchogene.
Feetus mesure environ de 10+/-1 cm de longueur

45+/-1J -DS La masse intestinale, les reins, cordon ombilical sont repérés
50+/-1J -DS les bourgeons dentaires et la peau des feetus sont repérés.



5.3.5 Signes physiques liés a la gestation
5.3.5.1 Modifications comportementales

100% (37/37) des chiennes présentaient une augmentation de I’appétit associée a une nette
prise de poids, entre la 2°™ et 6°™ semaines de gestation. Tainturier & Allain, (2005)
indiquent une augmentation de I’appétit qui correspond a I’anabolisme gravidique est
observée chez les chiennes gestantes, avec dans certains cas, une modification des go(ts

alimentaires.

Les mémes auteurs signalent que durant la seconde moitié de la gestation, un degré variable
de pollakiurie peut parfois étre observé et que plus tardivement a I’approche du part, la
femelle a tendance a s’isoler dans un lieu écarté pour y mettre bas dans la tranquillité et le
caractere de I’animal peut changer, la femelle devenant plus calme, ou plus craintive,
cherchant la solitude , Au cours de notre étude aucune pollakiurie n’a était constatee, la
totalité de nos chiennes ont présenté une miction normale durant toute la période de leur

gestation.

La chienne gravide devient souvent plus calme ou plus craintive. Il est souvent observe une
augmentation de l'appétit correspondant a l'anabolisme gravidique et une modification
générale du comportement alimentaire. Durant la seconde période de la gestation, une
pollakiurie peut étre observée. Puis autour de la période de la mise bas, la chienne tend a
s’isoler (Bondestam et al.1984 ; Gradil et al. 2000 ; Million, 2004).

Par contre des modifications du comportement comme le mentionnaient différents auteurs,
ont bien était observés chez nos chiennes gestantes, ainsi 83,78% (31/37) des chiennes
montraient un comportement dominé par une anxiété et une agitation avec souvent une

anorexie durant les 3 derniers jours de la gestation.

91,89% (34/37) des chiennes ont pressentaient une réduction de 1’appétit durant les 15
dernier jours avants mise bas. Une anorexie durant 3 a 4 jours avant la mise bas était
constatée chez 10,81 % (4/37) des chiennes.

81,08 % (30/37) des chiennes développaient une tendance a préférer les aliments liquides
particulierement le lait essentiellement durant la derniere semaine avants mise bas ainsi que

durant la premiére semaine apres la mise bas.
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Les chiennes primipares qui représentaient 72,79 % (27/37 ) de [leffectif étudier,
développaient une dysorexie avec une légére diarrhée durant la premiére semaine post mise-
bas cela est probablement liée a des spasmes intestinaux suite a une vacuité inhabituelle post
mise bas de la cavité abdominale vue que les chiennes sont primipares ; les matiéres fécales
ont retrouvées leur aspect normal par la suite. Ainsi la plus part de nos observations concorde

avec les données des différents auteurs
5.3.5.2 Modifications anatomiques de la femelle

Des dépots adipeux sous-cutanés dans la région abdominale sont
particulierement visibles chez les primipares et sont liés a la stimulation de D’appétit, et

I’anabolisme gravidique (Yves Piedvache, & Luky, 2006).

A partir de la cinquiéme semaine, une adipose sous cutanée responsable d’une augmentation
de poids corporel est associée a 1’¢lévation de la masse utérine (Tainturier & Allain, 2005).
Lorsque la chienne est examinée debout de trois- quarts avant, de trois-quarts arriére et de
profil, on peut remarquer une silhouette abdominale ronde du fait de la distension de cette
région (Tainturier & Allain, 2005).

Royal et al. (1979), citent que l’augmentation du volume de I’abdomen tout comme
I’augmentation du poids corporel se manifeste a partir de la 5° semaine de gestation.
L’appréciation de ces transformations est beaucoup plus délicate chez les chiennes de grands

formats, les femelles déja grasses et celles qui portent juste un ou deux petits.

En accord avec ces différentes études, toute nos chienne soit100% (37 /37) ont présenté une
nette augmentation progressive du poids entre la 2™ la 6°™ semaine de la gestation, une
adipose sous cutanée remarquable dans la ragions abdominal était nettement visible au de la
de la 6°™ semaine de la gestation chez nos chiennes multipares soit 29,72% (11/37) et un
peut plus précocement entre la 4°™ et la 5°™ semaine chez les chiennes primipares soit 72,97
% (27/37) chiennes.

La disproportion entre la taille de I’abdomen et celle du thorax était difficile a apprécier chez

les chiennes de notre effectif ayant une portée de moins de 3 chiots.

Chez les primipares, une augmentation du tissu adipeux en région abdominale est souvent

observée. Néanmoins, l'augmentation de poids n'est souvent appréciable qu'a partir de la 5°
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semaine et est fonction du nombre de feetus. Une hypertrophie du tissu mammaire apparait

environ 7 jours avant le terme (Bondestam et al.1984 ; Gradil et al. 2000 ; Million, 2004) .

Une dépigmentation de la peau avec apparition d’une coloration rose claire au niveau des
mamelons en saillie qui s’allongent et deviennent turgescents, est appréciables
particulierement chez les primipares J35-LH, J27-DS (Tainturier & Allain, 2005). La
longueur des tétines est encore accrue, et une coloration peut apparaitre sur tout ou une partie
des mamelons vers J45-LH, J37-DS (Tainturier & Allain, 2005).

L’hypertrophie des mamelles et l’apparition d’une coloration rose de la peau, étaient
constatées chez les chiennes primipares 72,97% (27/37) de I'effectif total a partir de J30-DS
(+/- 2J), ce développement mammaire était constaté plus tardivement chez les chiennes

multipares a savoir 20 jours avant la mise bas.

100% (37/37) des chiennes ont présenté une secrétion lactée (liquide blanc séreux) qui était
détectée a partir de J45-DS (+/-3J) et un peut plus précocement au environ de J40-DS (+/-2J)
chez les primipares qui représentaient 72,97% (27/28) de I’effectif total.

L’hypertrophie des mamelles devient trés nette aux alentours du 50°™ jour de gestation et
s’accroit graduellement jusqu’au terme, deux ou trois jours avant la mise bas, une sécrétion
aqueuse peut sortir des tétines, ces transformations tardives été particulierement observee

chez les multipares (Royal et al. 1979).

Les modifications de 1’habitus concernent une intensification de la ventilation pulmonaire,
ainsi la fréquence des mouvements respiratoires, qui est normalement de 1’ordre de 16 a 18
battements par minute, pour une chienne adulte, s’accélére sensiblement (Tainturier & Allain,
2005).

100% (37/37) chiennes ont présentées une modification de la fréquence respiratoire, constater
particuliérement a partir de J31-DS (+/-1J). L’intensité de ce signe était en corrélation positive

avec la taille de la portée.
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5.3.6 Durée de la gestation et facteurs influencant
a.Taille de la portée

Chez nos chiennes gestantes gardées au niveau de notre institut jusqu'a leur mise bas, la
durée de la gestation était corrélation négative avec la taille de la portée plusieurs auteurs
confirme cette observation ainsi Bernard, (2002) ; Gradil et al. (2000) ; Million, (2004) qui
citent que la durée de la gestation soit corrélée négativement avec la taille de la portée.

L’é¢tude d’ Hekerman et al. (1993), montre que la taille de la portée est corrélée
négativement avec la durée de gestation apparente pour les chiennes ayant mis bas jusqu’a 7
chiots. Okkens et al. (2001) confirment qu’il y a une corrélation négative entre la taille de la
portée et la durée de gestation. Mais cette fois-ci, cela concerne les chiennes ayant jusqu’a 13

chiots.

L’étude d’Eilts et al. (2005) montre que les chiennes ayant des portées de 4 chiots ou moins

ont une durée de gestation significativement plus longue.

Holst & Phemister (1974) remarquent sur 108 gestations suivies, que la taille de la portée
influence la date du part. Les chiennes qui mettent bas avant le 56éme jour de gestation ont
des portées plus grandes que la moyenne, alors que les portées nées apres le 58éme jour sont

de petite taille.

Alors que d’autres auteurs, Linde-Forsberg et al. (1999), Kutzler et al. (2003) et Tsutsui et al.
(2006), citent que la taille de la portée n’affecte pas la durée de gestation.

b. Parité

Aucune influence de la parité sur la durée de la gestation n’a était constaté chez toutes nos
chiennes ainsi Tsutsui et al. (2006), Eilts et al. (2005) et Okkens et al. (1993), notent que la

parité n’a pas d’effet sur la durée de la gestation.
c.Race

Etant donnée que notre suivi de la gestation était effectué sur 37 chienne de différentes race
nous n’avons pas relevé I’existence d’un effet de la race sur la durée de la gestation vue que la
duré de la gestation chez nos chienne calculé a partir de la derniere saillie ne présentait pas

une variation significative selon les races ainsi la durée de la gestation estimé sur 37 chiennes
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était de 59+ /- 3,8 jour, notres observation corresponde a celle de 1’étude d’Arbeiter et al.

(1991) qui citent qu’il n’y a pas de différence entre les races.

Par contre d’autres études démontrent le contraire :

Selon une étude de Linde-forsberg et al. (1993), sur I’insémination artificielle chez le chien
(527 1A) il existe des variations interraciales de 3 a 6 jours : le Berger Allemand aurait une
durée de gestation plus courte que les autres races. (46) Par contre, une autre étude de ce
méme auteur effectuée en 1998 indique qu’il n’y a pas d’influence de la race sur la durée de
gestation.

Okkens et al. (1993) et en (2001) réalisent deux études sur I’influence de la race sur la durée

de la gestation :

La premiére, porte sur 77 chiennes de races différentes, dont 5 races comptant au moins 5

animaux, et dont la durée de gestation est mesurée de la saillie a la mise bas. Les chiennes

sont inséminées une seule fois au début de I’ovulation, deés que la progestéronémie dépasse

5-6 ng/ml. Les auteurs concluent que le Berger Allemand (9 chiennes) a une gestation plus

courte que les autres races (60, 1 +/- 0,5 jours).

La deuxiéme, porte sur 113 chiennes provenant de 6 races différentes. Le protocole de mise

a la reproduction est le méme que précedemment. Cette étude montre que le West Highland

White Terrier a une durée de gestation significativement plus longue (62,8 +/- 1,2 jours) que

celles du Berger Allemand (60,4 +/- 1,7 jours), du Labrador Retriever (60,9 +/- 1,5 jours) et

du Doberman (61,4 +/- 1,0 jours).

Eilts et al. (2004) effectuérent une étude sur 308 chiennes provenant de 4 races difféerentes.

Ils étudierent I’influence de I’age, la parité, la taille de la portée et la race sur la durée de la

gestation. Cette derniere fit mesurée depuis le pic de LH déduit du premier jour du dicestrus

cytologique ou du premier jour d’augmentation brutale de la progestéronémie. Cette étude a

mis en évidence une durée de gestation plus courte chez le Labrador Retriever (62,9 +/- 1,3

jours) que chez le Berger Allemand (63,6 +/- 2,1 jours), le Golden Retriever (64,7 +/- 1,5

jours) et le Hound (66,0 +/- 2,8 jours).

d. Age de la chienne

Malgré la I'importante variation de 1’age chez nos chiennes, ce derniers ne semblait pas

influencait la durée de la gestation, cela est en accord avec 1’étude d’Eilts et al. (2005) qui

démontre que I’age de la chienne n’a pas d’influence sur la durée de gestation.

Poids de la chienne avant la gestation :

Nous n’avons pas relevé une influence du poids de nos chiennes sur la durée de la gestation.
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D’aprés une étude de Kutzler et al.(2003) sur 63 chiennes appartenant a 19 races différentes
et portant sur la prédiction de la date de parturition a partir de la montée initiale de la
progestéronémie indiquant le pic de LH, le poids de la chienne n’affecte pas la durée de

gestation.
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CONCLUSION

L'utilisation de la bromocriptine (Parlodel®) pendant la fin du meteestrus pour anticiper le
retour de l'cestrus, et par conséquent raccourcir l'intervalle intereestral chez la chienne est
intéressante. Ce protocole permet d'induire des chaleurs ovulatoires en moyenne apres
40 jours de traitements par voie orale.

L'utilisation de cette méme substances dans le cas de l'anoestrus tardif peut induire des
chaleurs ovulatoires apres une moyenne de 3 semaines de traitement avec l'obtention de
chaleurs fertiles et une gestation normale, ce moyen mérite d'étre exploité sur un plus grand
nombre de chiennes afin de mieux confirmé son effet dans l'induction des chaleurs chez la
chienne ce qui permet de l'inclure dans les protocoles visant a gérer la reproduction chez
I'espece canine .Ce traitement constitue ainsi une alternative intéressante aux autres protocoles
d'induction faisons appel a l'usage des hormones ce qui s'avéere colteux et n'est pas apprécié
par les propriétaires.

L'utilisation de la cytologie vaginale et de l'échographie des ovaires reste une technique
indissociable du dosage de la progestérone pour le suivi des chaleurs et le diagnostic précis du
moment de l'ovulation.

L'écographie reste un outil précieux et indispensable en reproduction des carnivores
domestiques qui doit étre maitrisée par le clinicien exercant en médecine des carnivores
domestique, car il offre I'avantage de suivre avec précision I'évolution clinique de la gestation
chez la chienne.

Nous avons daté avec précision le développement embryonnaire et feetal a partir du jour de la
derniére saille. Nous avons constaté que la race de chiennes étudiées, la durée de la gestation,
la taille de la portée, le repére choisie pour déterminer le début de la gestation, ainsi que
I'équipement utilisé sont des facteurs qui influencent fortement les données d'un calendrier de
la gestation; de ce fait, de Iégeéres variations qui n'affectent en aucun cas les données fournies

par le calendrier sont a signaler lorsque
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ANNEXES




1. Hlustrations cytologies des différentes phases du cycle cestral :

a. Preestrus début (précoce)

0Obj.X100

4

Figure 59 : Vue d'un frottis vaginal de preestrus (début), coloré au trichome de Harris Shorr,
au grossissement x100, riche en cellules, fond sale, cellules intermédiaires majoritaires
encore basophiles en amas, indice éosinophilique < 30%. CPB: cellule parabasale basophile ;
CGIB: cellules grande intermédiaire basophile. CPI: cellule petite intermédiaires
(Dr Slimani khaled mabrouk).

Figure 60: Vue d'un frottis vaginal de preestrus (début), coloré au May-Grinwald Giemsa , au
grossissement x100, riche en cellules, fond sale, cellules petites intermédiaires majoritaires ,
présence de globules rouges . CPI: cellule petite intermédiaire ; CGI: cellules grande
intermédiaire ; GR : globule rouge (Dr Slimani khaled mabrouk).
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Figure 61 : Vue d'un frottis vaginal de preestrus (début), coloré au trichome de Harris Shorr ,
au grossissement x40, riche en cellules, fond sale, cellules petites intermédiaires majoritaires ,
présence de globules rouges, indice éosinophilique < 30%. CI: cellules intermédiaires ; GR :
globule rouge (Dr Slimani khaled mabrouk).
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Figure 62: Vue d'un frottis vaginal de preestrus (début), coloré au trichome de Harris Shorr
,au grossissement x40, riche en cellules, fond sale, cellules petites intermédiaires majoritaires
, présence de globules rouges , indice éosinophilique < 30%. CPI: cellules petites
intermédiaires ; GR : globule rouge (Dr Slimani khaled mabrouk).
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b. Preestrus (milieu) :
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Figure 63: Vue d'un frottis vaginal de preestrus (milieu), coloré au trichome de Harris Shorr ,
au grossissement x100, riche en cellules, fond sale, cellules grandes intermédiaires
majoritaires , présence de globules rouges, indice éosinophilique > 40%. CGIA: cellules
grandes intermédiaires acidophiles ; GR : globules rouges (Dr Slimani khaled mabrouk).

Figure 64 : Vue d'un frottis vaginal de preestrus (milieu), coloré au trichome de Harris Shorr,
au grossissement x100, riche en cellules, fond sale, cellules grandes intermédiaires
majoritaires a tendance acidophile, indice éosinophilique > 40%. CGl: cellules grandes
intermédiaires.

(Dr Slimani khaled mabrouk).
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Figure 65 : Vue d'un frottis vaginal de preestrus (milieu), coloré au May-Grinwald Giemsa,
au grossissement x100, riche en cellules, fond sale, cellules grandes intermédiaires
majoritaires, présence de globules rouges. CPI: cellules petites intermédiaires ; CGI : cellules
grandes intermédiaires (Dr Slimani khaled mabrouk).
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Figure 66 : Vue d'un frottis vaginal de preestrus (milieu), coloré au trichome de Harris Shorr,
au grossissement x40, riche en cellules, fond sale, cellules grandes intermédiaires
majoritaires, indice éosinophilique > 40 %. CGI: cellules grandes intermédiaires. ; CKA:
cellules kératinisées acidophiles ; CGl: cellules grandes intermédiaires (Dr Slimani khaled
mabrouk).
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c. Preestrus (fin)

Figure 67: Vue d'un frottis vaginal de preestrus (fin), coloré au May-Grunwald Giemsa, au
grossissement x40, riche en cellules, fond sale, cellules superficielles kératinisées et cellules
grandes intermédiaires majoritaires . CIK: cellules intermédiaires kératinisées (Dr Slimani
khaled mabrouk).

Figure 68: Vue d'un frottis vaginal de preestrus (fin), coloré au trichome de Harris Shorr ,au
grossissement x40, riche en cellules, fond sale, cellules superficielles kératinisées et
cellules grandes intermédiaires majoritaires , indice éosinophilique <60 %. CGIK: cellules
grandes intermédiaires kératinisées (Dr Slimani khaled mabrouk).

180



[

Figure 69: Vue d'un frottis vaginal de preestrus (fin), coloré au May-Grinwald Giemsa, au
grossissement x100, riche en cellules, fond sale, cellules superficielles kératinisées et cellules
grandes intermédiaires majoritaires ; CIK: cellules intermédiaires kératinisées
(Dr Slimani khaled mabrouk).
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Figure 70 : Vue d'un frottis vaginal de preestrus (fin), coloré au trichome de Harris Shorr ,au
grossissement x100, riche en cellules, fond sale, cellules superficielles kératinisées et
cellules grandes intermédiaires majoritaires , indice éosinophilique <60 %. CIK: cellules
intermédiaires kératinisées (Dr Slimani khaled mabrouk).
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d. (Estrus

Figure 71 : Vue d'un frottis vaginal d’cestrus, coloré au May-Grinwald Giemsa, au
grossissement x40, frottis riche en cellules, fond propre, hématies absentes ou rares, cellules
superficielles kératinisées majoritaires, présence d’amas de cellules kératinisées anucléées.
CK : cellules superficielles kératinisées (Dr Slimani khaled mabrouk).

Figure 72: Vue d'un frottis vaginal d’oestrus, coloré au trichome de Harris Shorr, au
grossissement x40, frottis riche en cellules, fond propre, hématies absentes ou rares, cellules
superficielles kératinisées majoritaires, présence d’amas de cellules kératinisées anucléées,
indice éosinophilique > 80%. CKA : cellules superficielles kératinisées acidophiles
(Dr Slimani khaled mabrouk).
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Figure 73 : Vue d'un frottis vaginal d’cestrus, coloré au trichome de Harris Shorr, au
grossissement x100, frottis riche en cellules, fond propre, rares globules rouges , cellules
superficielles kératinisées majoritaires, présence d’amas de cellules kératinisées anucléées,
indice éosinophilique > 80%. CK : cellules superficielles kératinisées.

(Dr Slimani khaled mabrouk).
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Figure 74 : Vue d'un frottis vaginal d’cestrus, coloré au May-Griinwald Giemsa, au
grossissement x100, fond propre, hématies absentes ou rares, cellules superficielles
kératinisées majoritaires, CK : cellules superficielles kératinisées a noyau petit, £ pycnotique,
voire absent ; B : bactéries (Dr Slimani khaled mabrouk).
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Figure 75: Vue d'un frottis vaginal d’cestrus, coloré au May-Griinwald Giemsa, au
grossissement x100, fond propre, hématies absentes ou rares, cellules superficielles
kératinisées majoritaires, CK : cellules superficielles kératinisées a noyau petit, + pycnotique
(Dr Slimani khaled mabrouk).

e. Metcestrus (début)
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Figure 76 : Vue d'un frottis vaginal de metcestrus, coloré au May-Griinwald Giemsa, au
grossissement x100, Frottis riche et basophile, fond sale, nombreux leucocytes
(polynucléaires neutrophiles), mucus, cellules petites intermédiaires majoritaires. CIB :
cellules intermédiaires basophiles ; PNN : polynucléaires neutrophiles (Dr Slimani khaled
mabrouk).
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Figure 77: Vue d'un frottis vaginal de metcestrus, coloré au trichome de Harris Shorr, au
grossissement x100, cellules petites intermédiaires basophile et quelques cellules kératinisées,
fond sale, nombreux leucocytes (polynucléaires neutrophiles), mucus, indice éosinophilique <

20% CPIB: cellules petites intermédiaires basophiles ; PNN : polynucléaires neutrophiles,
CK : cellules superficielles kératinisées (Dr Slimani khaled mabrouk).

Figure 78: Vue d'un frottis vaginal de metcestrus, coloré au trichome de Harris Shorr au
grossissement x100, cellules petites intermédiaires basophile majoritaire et quelques cellules
kératinisées, fond sale, nombreux leucocytes (polynucléaires neutrophiles), mucus, indice
éosinophiliqgue <20% CPIB: cellules petites intermédiaires basophiles ; PNN :
polynucléaires neutrophiles, CK : cellules superficielles kératinisées (Dr Slimani khaled
mabrouk).
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f. Metcestrus (fin)

Figure 79: Vue d'un frottis vaginal de metcestrus, coloré au May-Grinwald Giemsa, au
grossissement x100, cellules petites intermédiaires majoritaires et présence de cellules
intermédiaires avec leucocytes superposeés (cercles), fond sale, nombreux leucocytes
(polynucléaires neutrophiles), mucus, indice éosinophilique < 20% CPI: cellules petites
intermédiaires ; PNN : polynucléaires neutrophiles (Dr Slimani khaled mabrouk).
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Figure 80: Vue d'un frottis vaginal de metcestrus, coloré au trichome de Harris Shorr , au
grossissement x100, cellules petites intermédiaires majoritaires et présence de cellules
intermédiaires basophiles avec leucocytes superposés (cercles), fond sale, nombreux
leucocytes (polynucléaires neutrophiles), mucus, indice éosinophilique < 20% CPI: cellules
petites intermédiaires ; CPC : cellules parabasales en colonnes , PNN : polynucléaires
neutrophiles.

(Dr Slimani khaled mabrouk).




Figure 81: Vue d'un frottis vaginal de metcestrus, coloré au May-Grinwald Giemsa, au
grossissement x40, cellules petites intermédiaires majoritaires, le fond devient de plus en plus
propre , nombreux leucocytes (polynucléaires neutrophiles),CPI: cellules petites
intermédiaires ; PNN : polynucléaires neutrophiles (Dr Slimani khaled mabrouk).
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Figure 82: Vue d'un frottis vaginal de metcestrus, coloré au May-Grunwald Giemsa, au
grossissement x40, cellules petites intermédiaires majoritaires et présence de cellules
intermédiaires avec leucocytes superposes (cercles) le fond devient de plus en plus propre ,
nombreux leucocytes (polynucléaires neutrophiles),CPI: cellules petites intermédiaires ;
PNN : polynucléaires neutrophiles (Dr Slimani khaled mabrouk).
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g.Ancestrus
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Figure 83: Vue d'un frottis vaginal d’ancestrus, coloré au May-Grinwald Giemsa, au
grossissement x 100, frottis pauvre en cellules ; cellule parabasale majoritaires, le fond
devient de plus en plus propre, mucus. CPB: cellules parabasales (Dr Slimani khaled
mabrouk).

: e
a\
gt e
_ Obj.x100
N wrew "! 3

Figure 83 : Vue d'un frottis vaginal d’ancestrus, coloré au trichome de Harris Shorr, au
grossissement x 100, frottis pauvre en cellules ; cellules parabasales majoritaires, mucus.
CPBC: cellules parabasales en colonne ; CPB : cellules parabasale. ; Cl : cellules petites
intermédiaires. Indice éosinophilique <10% (Dr Slimani khaled mabrouk).
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Figure 84: Vue d'un frottis vaginal d’ancestrus, coloré au May-Grinwald Giemsa, au
grossissement x 40, frottis pauvre en cellules ; fond propre, cellules parabasales majoritaires,
quelques cellules petites intermédiaires. CPB: cellules parabasales ; CPI : cellules petites
intermédiaires (Dr Slimani khaled mabrouk).

h.Transition ancestrus —preestrus

Figure 85 : Vue d'un frottis vaginal de transition d’ancestrus-preestrus, coloré au trichome de
Harris Shorr, au grossissement x 100, frottis pauvre en cellules ; présence de quelque cellules
parabasales et de cellules petite intermédiaires cellules parabasales majoritaires, mucus et
présence de quelques globules rouges. CPBC: cellules parabasales en colonne ; CPB : cellules
parabasale. ; CPI : cellules petites intermédiaires ; Indice éosinophilique <10%

(Dr Slimani khaled mabrouk).
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Figure 86 : Vue d'un frottis vaginal de transition d’ancestrus-preestrus, coloré au trichome de
Harris Shorr, au grossissement x 100, frottis pauvre en cellules ; présence de quelque cellules
parabasales et de cellules petite intermédiaires cellules parabasales majoritaires, mucus et
présence de quelques globules rouges. CPBC: cellules parabasales en colonne ; CPB : cellules
parabasales. ; CPI : cellules petites intermédiaires GR : globules rouges ;

Indice éosinophilique <10 (Dr Slimani khaled mabrouk).
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2. lllustration du suivie échographique de la gestation : Photos échographiques réalisées
durant le suivi de gestation chez 37 chiennes correspondant a la description du calendrier de

gestation.

Service de pathologies des carnivores
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Figure 87: Vue échographique 1’utérus en coupe transversale, a J14-DS, présence d’une
ampoule embryonnaire (centre anéchogene) de 10 a 20 mm de diameétre (haut a gauche) a
proximité de la paroi vésicale. Présence d’anses intestinales au centre échogéne stroma
ovarien hyperéchogene (Dr Slimani khaled mabrouk).

1 (vessie) ; 2(ampoule embryonnaire) ; 3, 4,5 (anses intestinales, muqueuse et chyle)
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Figures 88, 89 : Vue échographique de I’abdomen en coupe frontale, a J16-DS, présence
d’une ampoule embryonnaire (haut a gauche) plaguée contre la paroi vésicale, présence de
I’embryon en forme ovalaire de 4 a 5 mm de longueur (photo B) (Dr Slimani khaled
mabrouk).

e A: 1 (ampoule embryonnaire) ; 3: vessie, 4,5 : Aorte et veine cave caudale
e B: 1(liquide vitellin) ; 2 (embryon) ; 3(vessie).
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Figures 90 ,91 : Vue échographique de I’abdomen en coupe frontale, a J17-DS, présence de
deux ampoules embryonnaires (haut a droite) superposées de 15 mm de diametre. Début de
formation des annexes Le chorion entoure complétement 1’ceuf, 'embryon (photos a droite) de
6mm de long est accolé au chorion (Dr Slimani khaled mabrouk).

e A: 1(embryon) ; 2 (allantoide en formation)
e B: 1(embryon) ; 2 (liquide vitellin) ; 3(chorion lisse) ; 4 (chorion villeux).
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Figures 92,93 : Vue échographique de I’abdomen en coupe transversale, a J19-DS, présence
d’une ampoule embryonnaire de 14 a 16 mm de diamétre, Embryon de forme ovalaire, qui se
sépare du chorion, le chorion villeux et le chorion lisse devenaient nettement différentiables
(Dr Slimani khaled mabrouk).

e A ampoule en coupe transversale, 1(chorion villeux) ; 2 (chorion lisse) 3 (embryon
en forme ovalaire) ; 4 (allantoide sous forme d’une ligne hyperéchogéne).
e B : 1(chorion villeux) ; 2 (chorion lisse) ; 3(vessie).
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Figures 94,95: Vue échographique de ’abdomen en coupe frontale, ampoule embryonnaire
de 23mm de diametre & J22-DS, I’embryon est nettement sous la forme d’un 8, de 15 mm de
long, vésicule vitelline rétractée en forme d’une ligne hyperéchogene (Dr Slimani khaled
mabrouk).

e A: 1(chorion villeux) ; 2(vitellus) ; 4(embryon en forme de 8).

e B: 1(embryon avec bourgeon du membre antérieur) ; 2(bourgeon du membre
antérieur) ; 3(vésicule vitelline rétractée) ; 4(liquide vitellin) ; 5(vésicule vitelline
rétractée en forme d’un trait hyperéchogene) ; 6(vessie).
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Figures 96,97 : Vue échographique de 1’abdomen en coupe frontale, ampoule embryonnaire
de 22mm a 24 mm de diamétre a J24-DS, I’embryon de 12 mm de long, présente des
bourgeons des membres antérieurs et postérieurs (Dr Slimani khaled mabrouk).

e A: 1(embryon en coupe transversale avec 4 points hyperéchogenes).

e B: 1(téte avec hémisphéres cérébraux visibles le crane hyperéchogéne sur les
pariétaux en coupe longitudinale) ,2 vésicule vitelline rétractée) ; 3(cceur pas encore
différencié).

196



Service de pathologies des carnivares
Drslimani

SMHz.12am

Service de pathologies des carnivores
Dr Slimani

Figures 98,99: vue échographique de ’abdomen en coupe frontale, ampoule embryonnaire a
J25-DS, embryon de 33 mm de long, bourgeons des membres antérieurs et postérieurs bien
délimités, téte volumineuse, hémispheres cérébraux visibles (Dr Slimani khaled mabrouk).

e A: 1 (chorion lisse) ; 2 (téte) ; 3(cceur) ; 4(bourgeons d’un membre postérieur).
o B : 1(téte); (2 cceur).
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Figures 100,101 : ampoule feetale en coupe frontale et sagittale a J26-DS feetus de 35 a 40
mm de longueur, ossification des os de la face sous forme de point hyperéchogene, début
d’ossification des os des membres (Dr Slimani khaled mabrouk).

e A 1(téte) ; 2 (membre antérieur), 3 (cceur avec deux cavité)
e B : 1(membre antérieur) ; 2(téte) ; 3(membre postérieur), 4(sac vitellin).
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Figure 102 : ampoule feetale en coupe frontale a J27-DS, la vésicule vitelline est épaisse

(Dr Slimani khaled mabrouk).
1(vésicule vitelline épaisse) ; 2(cceur) ; 3 (membre) antérieur ; 4(membre antérieur)
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Figures 103,104 : vue d’une ampoule feetale en coupe frontale a J29-DS, le coeur est délimité
est au sein de I’aire pulmonaire ; la vésicule vitelline, chorion lisse épais ; le rachis en début
d’ossification dessine une forme d’échelle ; Le diamétre de I’ampoule avoisine les 50 mm,
ossification des os de la face et des os pariétaux de la téte (Dr Slimani khaled mabrouk).

e A: I(cceur) ; 2(plastron costale en début d’ossification) ,3 (rachis).
e B : 1(chorion lisse, hématome marginale) ; 2(téte) ; 3(plastron costal en ossification) ;
4(cceur) ; (vésicule vitelline trés épaissie).
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Figures 105,106, 107,108 : vue d’une arapoule feetale en coupe frontale et sagittale a J39-
DS ; L’ensemble du crane forme I’aspect d’une téte d’insecte ; L’estomac est une poche
anéchogene de 3mm a 7mm de diamétre : I’ossification des os long est plus nettement visible.
Annexes bien développées, membrane allantoide visible, cote en voie d’ossification légére
hyperéchogenicité (Dr Slimani khaled mabrouk).

e A 1(téte d’insecte) ; 2 (cceur)

e B : 1(estomac) ; 2(cceur)

e C: 1(téte) ; 2 (membrane allantoide) ; 3(membre antérieure) ; 4(cotes) ; 5(cceur) ; 6
(chorion) ; 7 (allantoide).

e D : I(téte d’insecte) ; 2(membre antérieur) ; 3 (ampoule).
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Figures 109,110 : ampoules feetales en coupe sagittale et frontale a J 32-DS, L’ossification
des zygomatiques est visible. Un aspect de la téte caractéristique d’un chiot, la vessie sous
forme d’une vésicule anéchogene en région pelvienne, le rachis est visible sous forme de
points hyperéchogéne le long du feetus, plastron costale ossifié (Dr Slimani khaled mabrouk).

e A 1(téte et zygomatique ossifié¢) ; 2(machoire) ; 3(membre antérieure) ; 4(rachis)
,5(cceurs) ; 6 (chorion).
e B: 1(téte) ; 2(cceur) ; 3(plastron costale) ; 4(estomac) ; 5(vessie).
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Figures 111,112 : ampoules en feetales en coupe frontale et sagittale a J35-DS, La distinction
des poumons, du foie et de la vésicule biliaire était facile Les rachis étaient visibles avec 2
noyaux d’ossification par vertebre L’ilium et les bourgeons génitaux devenaient nettement

visibles ceeur était divisé sur sont axe longitudinale en deux cavité distinctes qui correspondait

aux ventricules (Dr Slimani khaled mabrouk).

e A 1(vésicule biliaire) ; 2(foie) ; 3(vessie) ; 4(bourgeons génitaux)
e B : 1(foie) ; 2(cotes) ,3(cceur) ; 4(scapulas).
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Figures 113,114 : ampoules feetale en coupe frontale et sagittale longitudinale a J36-DS, Les
cotes et les sternebres en ossification formaient des cones d’ombre, scapulas et rachis, et os
pelvien en ossification sont hyperéchogénes (Dr Slimani khaled mabrouk).

e A 1(scapulas) ; 2(rachis en deux points hyperéchogenes) ; 3(os iliaques).
e B : 1(vertébres thoracique) ; 2(cotes et sternébres avec cone d’ombre).
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Figure 115 : coupe frontale d’une ampoule feetale a J37-DS, la veine cave caudale et la veine

ombilicale sont visible sous forme de trait hypoéchogéne le long de I’abdomen
(Dr Slimani khaled mabrouk).

1(vessie) ; 2(veine cave caudale) ; 3(veine ombilicale) ; 4(cceur).
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Figures 116,117 : ampoules feetales en coupes sagittale et frontale a J38-DS ; la vésicule
biliaire sous forme d’une une sphére anéchogéne de 3 mm a5 mm de diamétre. Les vertebres
présentaient 3 noyaux d’ossification hyperéchogénes (Dr Slimani khaled mabrouk).

e A 1(vertebres avec trois points hyperéchogénes) ; 2(foie).
e B : 1(vésicule biliaire) ; 2(vessie) ; 3(foie).
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Figures 118,119 : ampoules feetales en coupes frontales a J40-DS ; les cavités cardiaques
¢taient bien différenciées, d’autre viscéres abdominaux sont bien différenciées (Dr Slimani

khaled mabrouk).

e A I(cceur avec 4cavité cardiaque hypoéchogéne) ; 2(aire pulmonaire) ; 3(foie).
e B : 1(cceurs avec cavité cardiaque différencié) ; 2(estomac) ; 3(foie).
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Figures 120,121 : ampoules feetales en coupe frontales a J43-DS ; les sternebres et les os de
la machoire sont hyperéchogenes.les diaphyses des os longs s’évasaient, la téte montre une
ossification des os de la face et de la machoire et un DBP avoisinant les 20mm
(Dr Slimani khaled mabrouk).

e A 1(plastron costale) ; 2(os de la machoire) ; 3(os long) ; 4(cordon ombilical).
e B : téte avec ossification de tous les os du carne et de la machoire.
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Figures 122,123 : ampoules feetales en coupes sagittales a J44-DS ; la vésicule biliaire prenait
une forme ovalaire. Les ischions étaient sous la forme d’un trait hyperéchogéne. Feetus
mesure environ de 10+/-1 cm de longueur (Dr Slimani khaled mabrouk).

e A: 1(vertebres lombaires) ; 2(ischions) ; 3 (os iliaque).
e B : 1(vésicule biliaire) ; 2(estomac).
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Figures 124,125 : ampoules feetales en coupes longitudinales et frontale a J45-DS,
I’cesophage forme un long canal hypoéchogéne qui communique avec 1’estomac, estomac
facilement détectable, la masse intestinale possede une échogénicité hétérogene, cordon
ombilical visible (Dr Slimani khaled mabrouk).

e A 1(cesophage) ; 2(estomac) ; 3(masse intestinale) ; 4(poumons).

e B : 1(masse intestinale) ; 2(cceur avec 4 cavités) ; 3(cordon ombilical) ; 4(rein).

210



Service de pathologies des carnivores #

Dr Slimani

rvice de pathologies des carnivores

Dv Shimand

Figures 126,127: ampoules feetales en coupes sagittale et transversale a J50-DS, les
bourgeons dentaires sous forme de petit points hyperéchogénes ordonnées et la peau sont
détectables, vertebres et os longs fortement hyperéchogénes, le feetus mesure plus de 10 a 15
cm de long
(Dr Slimani khaled mabrouk).

e A 1(os parietaux du crane) ; 2(bourgeons dentaires).
e B : 1(membre postérieur) ; 2 (patte avec coussinets) ; 3(vertébres) ; 4(peau),5(queue).
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Figures 128,129 : feetus en coupe sagittale et frontale a J53-DS, cceur bien différentié avec
ventricules et atriums, appareil génitale visible et urétre sous forme d’un canal
hypoéchogéne, la limité entre les viscéres abdominaux et poumons est bien visible, foie et
masse intestinal sont volumineux (Dr Slimani khaled mabrouk).

A : 1(urétre), 2(membre postérieur) ; 3(peau) ; 4 (membres antérieurs).

B : I(cceur) ; 2(poumons) ; 3et 4(foie et masse intestinale).
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Resumé

Cette étude comprend une détection de l'ovulation ,un suivi de la gestation et l'application d’un protocole
d’induction des chaleurs, sur un effectif total de 95 chiennes de différente races et d’un dge compris entre 6 mois
et 13 ans, au niveau de la clinique de pathologies des carnivores de I’institut des sciences vétérinaires de Tiaret
sur une période comprise entre janvier 2011 et janvier 2016.Trois techniques de diagnostic son utilisée pour le
suivi des chaleurs et la détection de I’ovulation a savoir, I’examen échographique des ovaires, la lecture des
frottis vaginaux et la détermination des taux sanguins de la progestérone. Le suivi de 1’évolution clinique de la
gestation est réalisé par examen échographique et ceci a partir du dernier jour de la saillie. Le suivi des chaleurs
a partir du cinquiéme jour depuis le début des pertes vulvaire montre 1’existence d’une relation chronologique
entre les taux de la progestérone, la progression de I’index éosinophilique et 1’évolution du diamétre des
"ovaires. Au moment de l'ovulation, le diamétre de l'ovaire se situe entre 18,04 + 1,69 mm a 19 + 2,077 mm
correspondant a un indice éosinophilique supérieur a 80 % et a un taux de progestérone supérieur a 23 nmol/L ;
L’utilisation de la bromocriptine par voie orale chez des chiennes de race berger de 1’atlas a permis I’induction
des chaleurs respectivement apres 40 * 8 jours dans le cas de son utilisation durant le métoestrus tardif et 32 + 10
jours en moyenne dans le cas de son utilisation durant I’anoestrus tardif . Un diagnostic précoce de la gestation
par est possible avec certitude a partir du 15éme jour depuis la derniére saillie et en observant les étapes
successives du développement feetal, le calendrier de la gestation est élaboré en fonction de critéres anatomiques
et morphologiques décrits du 13eme au 50éme depuis la derniére saillie.

Mots clés : induction, suivi des chaleurs,ovulation, ovaire, echographie,cytologie, gestation,dérniére sallie.
Summary

This study includes a detection of ovulation, a follow-up of the pregnancy and the application of a protocol of
induction of heat, on a total number of 95 bitches of different breeds and an age between 6 months and 13 years,
at the clinic of carnivore pathology, Institute of Veterinary Sciences of Tiaret over a period between January
2011 and January 2016. Three diagnostic techniques are used for monitoring heat and detecting ovulation at
namely, ultrasound examination of the ovaries, reading vaginal smears and determining blood levels of
progesterone. The clinical course of gestation is monitored by ultrasound examination and this from the last day
of mating. The follow-up of heat from the fifth day since the onset of vulvar losses shows the existence of a
chronological relationship between the levels of progesterone, the progression of the eosinophilic index and the
evolution of the diameter of the ovaries. ovulation, the diameter of the ovary is between 18.04 + 1.69 mmto 19 +
2.077 mm corresponding to an eosinophilic index greater than 80% and a progesterone tau greater than 23 nmol /
L; L The use of bromocriptine oraly in bitches of the Atlas Shepherd breed allowed the induction of heat
respectively after 40 + 8 days in the case of its use during late metoestrus and 32 + 10 days on average in the
case of its use during late anestrus An early diagnosis of pregnancy by is possible with certainty from the 15th
day since the last mating and by observing the successive stages of fetal development, the pregnancy calendar is
worked according to anatomical and morphological criteria described from the 13th to the 50th since the last
mating.

Keywords: induction, heat monitoring, ovulation, ovary, ultrasound, cytology, pregnancy, last matin
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