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INTRODUCTION

La chienne a un cycle de reproduction qui différe des autres espéces avec une phase
lutéale longue et un ancestrus obligatoire. La chienne a également la particularité d’ovuler un
ovocyte immature, non fécondable, qui va poursuivre sa maturation dans l'oviducte. Cette
derniére particularité est indispensable pour choisir le moment de la mise a la reproduction. En
effet, elle permet de définir la période de fécondité de la chienne, c’est-a-dire la période pendant
laquelle I’ovocyte est fécondable par les spermatozoides. Les ovocytes sont fécondables de la
fin de leur maturation, environ 2 jours apres I’ovulation, jusqu’a leur dégénérescence, environ
4 a 5 jours apres I’ovulation.

Il existe différentes méthodes de mise a la reproduction des chiennes : la saillie
naturelle, I’insémination artificielle intra-vaginale ou intra-utérine, avec du sperme frais,
réfrigéré ou congelé.

Estimer le moment de I’ovulation est une pratique courante dans le suivi des chaleurs
de la chienne. Elle permet de choisir le meilleur moment de la mise a la reproduction, en
fonction de la période de fécondité et de la qualité du sperme.

Il existe de nombreuses méthodes pour suivre le cycle de la chienne et estimer le
moment de I’ovulation. Certaines permettent de confirmer les chaleurs, mais ne permettent pas
d’estimer avec précision le moment de I’ovulation comme les modifications comportementales
et morphologiques, les frottis vaginaux et I’endoscopie vaginale. Le dosage de la progestérone
sanguine est une méthode fiable pour estimer le moment de 1’ovulation. De plus, les méthodes
de dosage rapides sont maintenant disponibles pour les vétérinaires, dans la pratique courante
de leur exercice.

La progestérone croit de fagon exponentielle pendant I’cestrus et tout particulierement
aprés I’ovulation, de valeurs basales inférieurs a 1 ng/ml a des valeurs tres élevées qui peuvent
aller jusqu’a 90 ng/ml.

Selon les études et les méthodes de dosage de la progestérone, le moment de 1’ovulation

varient entre 2 et 10 ng/mL, avec une valeur stable d’une chienne a I’autre.
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Ses valeurs permettent de déterminer le début de la période de fécondité de la chienne
et de décider du moment de la mise a la reproduction. Seulement, il est difficile de savoir chez
une chienne présentée pour la premiere fois tardivement au cours de son cestrus, a partir de
quelle valeur de la progestérone il n’est plus intéressant de la mettre a la reproduction. D’apres
la thése de Géraldine Schreck, qui a montré qu’il n’y avait pas de différence entre les chiennes

inséminées entre 10 a 25 ng/ml et 25 a 50 ng/ml (Schreck 2020).

Le but de cette étude est d’évaluer la cinétique de la progestérone en post-ovulation et
ses variations de taux de croissance selon les chiennes. D’autre part, nous cherchons a évaluer
s’il existe un lien entre la vitesse de croissance de la progestérone en post-ovulation et le nombre

de corps jaunes issues de 1’ovulation.
Nous rappellerons, tout d’abord, la physiologie du cycle sexuel de la chienne et ses

variations hormonale. Ensuite, nous développerons les méthodes de suivi du cycle sexuel de la

chienne. Nous finirons par développée notre études et ses résultats.
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[. Le cycle sexuel de la chienne : importance de la

progestérone et variations hormonales

A.  Laprogestérone, une hormone ovarienne

Les ovaires sont le lieu de la production des gamétes et de la sécrétion d’hormones
sexuelles stéroidiennes, dont fait partie la progestérone. Cette dernicre est produite par les corps
jaunes ovariens, issus des follicules apres I’ovulation. La folliculogenese, I’ovulation et la

formation des corps jaunes sont régulés par I’axe hypothalamo-hypophysaire.

1. L axe hypothalamo-hypophysaire

L'hypothalamus est une glande endocrine localisée a proximité de la ligne médiane
ventrale du diencéphale. Elle est composée de neurones, organisés en noyaux, secrétant entre
autres la GnRH (Gonadotrophines Releasing Hormone). Cette derniere, peptide transmis a
I’adénohypophyse via le systeme porte hypothalamo-hypophysaire, permet la régulation des

sécrétions hypophysaires.

L’hypophyse est composée de 3 parties : la neurohypophyse, le lobe intermédiaire et
I’adénohypophyse. Cette dernicre est responsable de la sécrétion pulsatile des molécules
impliquées dans la régulation de 1’activité ovarienne, qui sont :

- Les gonadotrophines : la FSH (Follicle Stimulating Hormone) et la LH
(luteinising hormone), sécrétées sous contrdle de la GnRH.

- La prolactine, sous controle de la dopamine. Cette derni¢re est une hormone
hypothalamique qui inhibe la sécrétion de la prolactine. (Davidson et Stabenfeldt

2013).

La FSH et la LH stimulent la folliculogenese, permettent la maturation folliculaire,

I’ovulation et la formation du corps jaune. Elles sont donc indispensables a la production des
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gametes et la syntheése des hormones sexuelles au niveau des ovaires. En retour, ses hormones
ovariennes exercent un rétrocontrdle sur I’axe hypothalamo-hypophysaire, dont la progestérone
et les cestrogeénes. (Robinson et Noakes 2019; Davidson et Stabenfeldt 2013)

La prolactine est impliquée dans le développement mammaire, la lactation et le maintien
du corps jaune. Elle est donc indispensable a la production de progestérone pendant la phase

lutéale (Davidson et Stabenfeldt 2013; Concannon 2011).

2. Gamétogenese et stéroidogenese ovarienne

a) La gamétogenese

La gamétogenése commence pendant la vie embryonnaire avec la production
d’ovogonies par mitoses successives a partir de cellule germinale primordiale. A la naissance,
la mitose des ovogonies cesse, et certaines se différencient en ovocytes primaires.

La gamétogenese se poursuit apres la naissance. A partir de la puberté, les ovocytes
primaires débutent la méiose. La premicre division de méiose, donne naissance a partir d’un
ovocyte primaire a un ovocyte secondaire et un premier globule polaire. La deuxiéme division
de la méiose donne naissance a un ovule haploide, gaméte femelle fécondable, et un second

globule polaire (Figure 1) (Rosenfeld et Schatten 2007).
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Figure 1 : Les différentes étapes de la gamétogenese chez la chienne (@A. Tellier,
England 2010; Rosenfeld et Schatten 2007)

b) La folliculogenese

La folliculogenése a lieu dans les ovaires, au niveau de son cortex. (Rosenfeld et

Schatten 2007)

(1)La croissance folliculaire initiale indépendante

du cycle sexuel

La production des follicules est compléte au cours de la vie embryonnaire. Les follicules
présents a la naissance, au premier stade de leur développement sont appelés follicules
primordiaux (Robinson et Noakes 2019). Ils sont formés d’une couche d’épithélium
folliculaire squameux qui entoure les ovocytes primaires (Rosenfeld et Schatten 2007).
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A partir de la puberté, les follicules primordiaux vont évoluer tout au long de la vie de

la chienne (Robinson et Noakes 2019).

La premicere partie de leur croissance se fait indépendamment des hormones et du cycle

sexuel. Le follicule primordial va évoluer successivement en :

Follicule primaire ou I’ovocyte primaire est entouré d’une couche
d’¢épithélium folliculaire cubique

Follicule secondaire ou follicule pré-antral ou I’ovocyte primaire est
entouré par 1’épithélium folliculaire qui a proliféré et qui est alors
pluristratifié. Cet épithélium forme la granulosa. Autour de I’ovocyte,
une membrane glycoprotéique, produite a la fois par la granulosa et
I’ovocyte lui-méme, se forme. Il s’agit de la membrane pellucide. La
théque externe et interne se forment autour de la granulosa a partir des
cellules interstitielles du stroma ovarien.

Follicule tertiaire, antral ou de Graaf : le follicule secondaire a grossi
et un antrum, rempli de liquide, s’est formé au sein de la granulosa. Les
cellules interstitielles formant la théque ont, quant a elles, terminé leur
développement et leur différenciation en cellules de la théque interne et

externe. (Robinson et Noakes 2019; Rosenfeld et Schatten 2007)

Follicule primaire

Follicule secondaire

Ovocyte I

Granulosa

Theéque

Antrum
Granulosa

Theque

Follicule de Graaf

Epithélium
Ovocyte I
vooytel polliculaire |

] __~ PFollicule primordiale

-

Médulla avec la
vascularisation
> sanguine, lymphatique
L 1 et " Ly et I’innervation

Cortex

-

Stroma ovarien

Tunique albuginée

Epithélium ovarien

Figure 2 : Schéma de la croissance folliculaire dans l'ovaire (Robinson et Noakes 2019,
Rosenfeld et Schatten 2007)
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(2) La croissance folliculaire sous contréle hormonal

dans le cycle sexuel

Au stade de follicule de Graaf, les cellules de la théque et de la granulosa commencent
a synthétiser des hormones sexuelles stéroidiennes (androgenes et cestrogenes respectivement)

(cf1.3) (Davidson et Stabenfeldt 2013)

La deuxiéme partie de du développement folliculaire se déroule sous contrdle des
gonadotrophines sexuelles (FSH et LH). Elle consiste en la croissance et la maturation des
follicules antraux ou leur régression suivie de ’atrésie. Elle comporte plusieurs phases :

Le recrutement de certains follicules qui entrent en croissance sous I’influence
de la FSH. Le recrutement est a 1’origine de 1’émergence d’une vague de croissance
folliculaire.

La sélection de certains follicules destinés a se développer.

La dominance des follicules sélectionnés qui poursuivent leur maturation et la

régression et atrésie des autres (Robinson et Noakes 2019).

L’entrée en croissance des follicules antraux dépend de la FSH. Certains follicules
dominants vont devenir de moins en moins sensibles a la FSH et acquérir des récepteurs a la
LH (sur les cellules de la granulosa). Ces follicules dominants vont sécrétés de 1’cestradiol et de
I’inhibine qui vont inhiber la libération de FSH centrale. Le rétrocontrole par 1'cestradiol se fait
a partir d’un certain seuil de concentration et donc a un certain stade du développement des
follicules. A ce stade, les follicules dépendant uniquement de la FSH et non de la LH, vont

régresser et s’atrésier (Robinson et Noakes 2019).

(3) Pré-lutéinisation des follicules et début de la

synthése de progestérone

Chez la chienne, a la fin de la croissance folliculaire, il y a une pré-lutéinisation des
cellules de la granulosa et de la théque ce qui représente une particularité de I’endocrinologie
sexuelle chez la chienne. Elle a lieu environ entre 36-50 heures avant I’ovulation (Chastant-

Maillard et al., 2011). Les follicules commencent alors a synthétiser de la progestérone méme
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si le corps jaune ne s’est pas encore formé, c’est-a-dire avant méme 1’ovulation. La synthése
d’cestradiol commence a diminuer (Onclin et al, 2002). Cette diminution du rapport
estradiol/progestérone exerce un rétrocontrdle positif sur I’axe hypothalamo-hypophysaire. La
sécrétion pulsatile de FSH et de LH augmente. Un pic de LH est induit et provoque 1’ovulation.
(Feldman et Nelson 2003). Cette théorie est controversée. En effet certaines études rapportent
que le pic d'estradiol est concomitant au pic de LH pré-ovulatoire. Ainsi il est supposé que
I’estradiol exerce un rétrocontrole positif sur 1'axe-hypothalamo-hypophysaire et qu’il serait a

I’origine du pic de LH pré-ovulatoire (de Gier et al., 2006).

c) L’ovulation

(1)L’ovulation est induite par un pic de LH

L’ovulation est induite par I’augmentation pulsatile de la sécrétion de LH, avec un pic
de sécrétion, qui aboutit a des mécanismes de rupture des follicules, a la libération des ovocytes
et a la transformation du follicule ovulatoire en corps jaune (Rosenfeld et Schatten 2007). En
effet la LH va induire une augmentation des prostaglandines et des collagénases qui vont
dégrader les parois folliculaires et libérer les ovocytes.

L’ovulation compléte se déroule en 24 a 36 heures (Reynaud et al., 2009). Une
hémorragie locale survient au moment de 1’ovulation, les parois du follicule s'affaissent et les

corps jaune se forment (Rosenfeld et Schatten 2007).

(2) Maturation et survie des ovocytes dans 1’oviducte

Chez la chienne, contrairement aux autres especes de mammiferes, I’ovulation aboutit
a la libération d’un ovocyte immature en prophase Il de la méiose. Aprés 1’ovulation, les
ovocytes doivent donc terminer leur méiose, dans I’oviducte, pour devenir fécondables.

Les premiers ovocytes maturent et fécondables apparaissent entre 48 et 54 heures apres
I’ovulation (Chastant-Maillard et al., 2011). En effet, d’apres Tsutsui, les ovocytes fécondables

apparaissent entre 48 et 72 heures apres 1’ovulation, déterminée par laparoscopie toutes les 24
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heures. Les ovocytes ont été récupérés par ovariectomie et analysée par histologie. (Tsutsui
1975 d’aprés Reynaud et al., 2005). Reynaud et al. a déterminé 1’ovulation par échographie
ovarienne trois fois par jour et a mis en évidence les premier ovocytes maturent 54 heures plus
tard aprés ovariectomie et analyse histologique (Reynaud et al, 2005). Certains ovocytes
peuvent avoir terminer leur maturation jusqu’a 109 heures apres I’ovulation (Reynaud et al.,
2015). Cette reprise de la méiose serait entre autres permise par la progestérone. Méme si les
mécanismes ne sont pas encore connus, elle serait indispensable a la reprise de la méiose en
post-ovulation (Reynaud et al., 2015).

Une fois la méiose terminée, 1’ovocyte devient un ovule fécondable.

Les ovocytes matures survivent dans 1’oviducte, entre 92-127 heures (Reynaud et al.,
2005) et jusqu’a 7 jours maximum apres I’ovulation avant de dégénérer (Tsutsui et al., 2009).
Dans cette derni¢re étude, Tsutsui et al., ont déterminé 1’ovulation a partir de dosage de la
progestérone, et ont définit I’ovulation a 2 ng/ml.

Les chiffres de Tsutsui et al. différent légerement de ceux de Concannon, qui a
déterminé 1’ovulation a partir du pic de LH. Concannon a trouvé que chez la majorité des
chiennes, les ovocytes survivent 24 a 48 heures apres leur maturation dans 1'oviducte, mais chez
certaines ils peuvent survivre 72 & 96 heures voire plus rarement de 120 a 144 heures
(Concannon 2011).

Ainsi, chez la majorité des chiennes, les ovocytes matures et fécondables sont présents
dans les oviductes entre 2 et 4 a 5 jours apres 1’ovulation, méme si les chiffres différent entre

les études et selon la méthode de détermination de 1’ovulation.

(3) Nombre d’ovocytes

Dans la majorité des cas, chaque follicule libére un unique ovocyte. Chez certaines
chienne, certains follicules peuvent contenir plusieurs ovocytes. Environ 4% seulement des
follicules contiennent entre 2 et 5 ovocytes dont un seul serait de qualité et pourrait étre
fécondable (Reynaud et al., 2009) Cette observation est issue de 1’analyse histologique des
follicules pré-ovulatoire. Ainsi le nombre d’ovocytes fécondables correspond dans la plupart

des cas au nombre de follicules ovulatoires.

Le nombre de follicules ovulatoires varie selon le format de la chienne. Plusieurs études

ont mis en évidence un nombre significativement plus ¢élevé de follicule ovulatoire chez les
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chiennes de plus grand format. En moyenne, les chiennes de petit format (< 10 kg) auraient 5,5
follicules ovulatoires, les chiennes de format moyen 7,8, et les chiennes de grand format 10,1

(>20 kg) (Marinelli et al., 2009; Reynaud et al., 2006)

d) Corps jaune et production de progestérone

(1)Formation des corps jaune et production de

progestérone

Le corps jaune se forme rapidement apres I’ovulation, par la lutéinisation des cellules
de la granulosa et de la théque, et une angiogenése importante.

Une fois formé, le corps jaune conserve une structure assez stable avec des cellules
lutéales (sécrétrices de stéroides), des fibroblastes, des petites cellules musculaires lisses, des

péricytes et des cellules endothéliales (Rosenfeld et Schatten 2007).

Les cellules lutéales des corps jaunes synthétisent la progestérone. Cette derniére est
impliquée dans le maintien de la gestation et le développement du tissu mammaire. Elle exerce
¢galement un rétrocontrole négatif sur 1’axe hypothalamo-hypophysaire en inhibant la sécrétion

pulsatile de LH, empéchant alors toute nouvelle ovulation (Feldman et Nelson 2003).

(2)Maintien du corps jaune et lutéolyse

Le maintien du corps jaune est assuré¢ par la prolactine, sécrétée par I’anté-hypophyse.
La diminution de la sécrétion de cette hormone lutéotrope entraine la régression du corps jaune.

La lutéolyse semble indépendante de I'utérus chez la chienne, et aucun mécanisme de
lutéolyse n’a été mis en évidence. Ainsi, que la chienne soit gestante ou non, le corps jaune et
la production de progestérone persistent un temps presque similaire voire plus longtemps chez
la chienne non gestante (Concannon 2011).

La phase lutéale est définie comme la période pendant laquelle les corps jaunes
produisent de la progestérone a une concentration supérieure a 2ng/ml (Walter et al. 2011),

1,5ng/ml (Concannon 2011), Ing/ml (Schaefers-Okkens et Kooistra 2010; Feldman et Nelson
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2003) ou 0,2ng/ml selon les auteurs (Volkmann et al. 2006). La phase lutéale est plus ou moins
longue en fonction du seuil de progestérone définit par les auteurs dans leurs études.

Lorsque la chienne est gestante, le corps jaune est présent tout au long de la gestation,
jusqu’a la veille de la parturition soit 64+/-1 jours, avec une concentration en progestérone
inférieurs a Ing/ml (Concannon 2011).

La phase lutéale dure en moyenne 75 jours, de 60 a 100 jours, pour un seuil de
progestérone de 1 ng/ml (Schaefers-Okkens et Kooistra 2010; Feldman et Nelson 2003).
D’autre auteurs ont décrit la fin de la période lutéale en dessous de 1,5ng/ml. Dans ce cas, la
période lutéale se termine 70 jours en moyenne apres le pic de LH, de 55 a 80 jours (Concannon
2011).

Les corps jaunes des chiennes sont sensibles a la PGF2alpha lorsqu’ils sont matures et
qu’ils pourraient en exprimer des récepteurs et ce n’est qu’a partir du 25°™ jour aprés
I’ovulation ou le CJ devient réceptif aux prostaglandines F2 alpha. Cependant, ce mécanisme
ne semble pas impliqué dans la lutéolyse chez la chienne (Robinson et Noakes 2019; Rosenfeld

et Schatten 2007).

e) Synthése de la progestérone dans les cellules

folliculaires et lutéales

La progestérone est une hormone stéroidienne sexuelle, comme les androgénes et les
cestrogenes. Les hormones stéroidiennes sexuelles sont des molécules composées d’un
complexe polycyclique de 17 atomes de carbones formant 4 anneaux et sont synthétisés a partir
du cholestérol dans les ovaires principalement. D'autres organes sont capables de produire des
hormones stéroidiennes. Les glandes surrénales sont capables de synthétiser de la progestérone
mais elle y est majoritairement convertis en glucocorticoides ou en minéralocorticoides,

hormones stéroides que les ovaires ne sont pas capables de produire (Taraborrelli 2015).
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Figure 3 : Structure moléculaire de la progestérone (Hakan 2008)

Les hormones stéroidiennes sont synthétisées par les cellules de la théque et de la

granulosa des follicules et des corps jaunes. Le précurseur principal de leur synthése est le

cholestérol. Ces deux types cellulaires sont en étroite relation dans la production de ces

hormones, car ils expriment des récepteurs et des enzymes différentes :

Les cellules de la théque expriment principalement le récepteur a la LH qui
stimule la production des productions des androgénes (dont la testostérone) a
partir du cholestérol. En effet la LH stimule 1’activit¢ de I’enzyme CYP17
(Cytochrome P450 17 alpha hydroxylase/17,20 lyase) qui permet cette
conversion (Figure 4 ; Figure 5).

Les cellules de la granulosa sont responsables de la conversion des androgenes
synthétisés par les cellules de la théque en cestrogénes. En effet, elles expriment
l'aromatase, stimulée par la FSH, qui permet cette conversion. Elles expriment
majoritairement le récepteur a la FSH au début du cycle folliculaire. Au cours
du cycle, la FSH stimule I’expression des récepteurs a la LH (Figure 5).

Les deux types de cellule expriment les enzymes CYP11A1 (enzyme de clivage
de la chaine latérale) et la 3B-HSD qui permettent de produire de la
progestérone a partir du cholestérol. Mais avant la lutéinisation du follicule, la
granulosa est trés peu vascularisée et ne produit que peu de progestérone. Apres
la lutéinisation, les cellules de la granulosa sont davantage vascularisées, par une

angiogenc¢se importante. De plus, elles expriment peu la CYP17 et ne produisent
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donc que trés peu d'androgenes a partir de la progestérone. C’est pourquoi la
synthése de la progestérone est majoritairement assurée par les cellules

lutéinisées de la granulosa (Figure 6) (Jamnongjit et Hammes 2006).

La progestérone circulante est fixée aux “cortisol binding globulines” et a 1’albumine
sérique. Elle a une demi-vie courte d’environ 5 minutes. Elle est métabolisée majoritairement
dans le foie avant d’étre excrété par voie rénale. Elle peut aussi étre convertie en

minéralocorticoide désoxycorticostérone par le rein (Taraborrelli 2015).
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Figure 1. Steroidogenesis, an overview.

Figure 4 : Bilan de la synthese des hormones stéroidiennes chez les mammiferes
(Taraborrelli 2015)
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(@A. Tellier; Taraborrelli 2015, Jamnongjit et Hammes 20006)
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Figure 6 : Schéma simplifié de la synthese de la progestérone par les cellules lutéales
de la granulosa des corps jaunes. (@A. Tellier, Taraborrelli 2015; Jamnongjit et Hammes
2006)
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3. Bilan des interactions hormonales au cours du cycle

ovarien
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Axe hypothalamo- Axe hypothalamo-
hypophysaire hypophysaire
GnRH GnRH
+ /\ + N B /\ +
+ FSH LH FSH LH
. vy
Pic de LH-> Ovulation
i ] Croissance
rogestérone . .
| Gstrogénes folliculaire +
Ovaire Ovaire

Figure 7 : Bilan des interactions hormonales au cours du cycle ovarien (@A. Tellier,
Feldman et Nelson 2003)
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B. Les variations au cours du cycle sexuel de

la chienne

1. Les phases du cycle sexuel : modifications
comportementales et morphologiques sous controle

hormonal

Le cycle sexuel de la chienne est divisé en 4 phases : le proestrus, 1’cestrus, le metoestrus
et ’anoestrus. La durée du cycle est variable selon les chiennes et I’intervalle entre deux cestrus
peut étre de 5 a 12 mois, mais de 6 & 7 mois en moyenne.

La chienne est une espéce mono-estrienne et polytoque, avec un cycle qui se déroule
généralement sans saisonnalité. Ce cycle différe des autres espéces par son anoestrus prolongé
obligatoire et par une phase lutéale prolongée, qu’il y ait une gestation ou non.

L’activité de reproduction et le cycle commence a la puberté, lors du premier oestrus.
L’age du premier oestrus est variable selon les chiennes, en lien avec leur race et leur taille a

I’age adulte. Il a généralement lieu entre 6 et 14 mois (Concannon 2011).

a) Proestrus

Le proestrus est la phase qui se déroule avant ’oestrus, et est caractérisée par une
augmentation de 1’activité de reproduction. Cette phase dure 5 a 20 jours, 9 jours en moyenne

(Concannon 2011).

C’est au cours du proestrus qu’a lieu la fin de la croissance et la maturation folliculaire,
a ’origine d’une augmentation de la production d’oestrogéne. La concentration en cestrogéne
augmente de 5 a 15 pg/ml au début du proestrus, jusqu’a un pic d’environ 70 pg/ml, avant de
diminuer. Le proestrus se termine généralement 0,5 a 3 jours apres le pic d’oestrogéne

(Concannon 2011).

29



L'imprégnation oestrogénique entraine des modifications morphologiques et
comportementales. La chienne attire le male, mais refuse I’accouplement, qu’elle n’acceptera
que pendant 1’cestrus. Un gonflement progressif de la vulve, qui devient ferme et cedématiée,
est observé. Des pertes vulvaires sanguinolentes peuvent étre également présentes. Ces pertes
proviennent de I’utérus, dont I’endométre s'épaissit en vue d’une gestation. Elles sont variables
selon les chiennes et peuvent étre plus ou moins visibles. En effet, elles sont plus ou moins
abondantes selon les chiennes, voire absentes, notamment chez les chiennes qui se nettoient
trop régulierement la région vulvaire. Enfin, elles ne permettent pas de déterminer la fin du
proestrus puisqu'elles peuvent s’arréter ou se poursuivre pendant I’cestrus (Robinson et Noakes
2019; Concannon 2011).

Les cestrogeénes entrainent également un cedéme vaginal et une prolifération de
I’épithélium vaginal. Ces modifications sont visibles a 1’endoscopie et a I’analyse cytologique
vaginale (II.B.2; I1.B.6.a).

Pendant (cette phase du cycle, la progestérone commence a augmenter tres
progressivement, par la pré-lutéinisation des follicules. Elle va passer de 0,2-0,4 ng/ml a 0,6-
0,8 ng/ml 1 a 2 jours avant le pic de LH a une concentration entre 0,9 et 2,2 ng/ml au moment

du pic de LH (Concannon 2011).

b) (Estrus

L’cestrus est défini comme la période pendant laquelle la chienne accepte
I’accouplement, contrairement au proestrus. Elle dure entre 5 et 15 jours (9 jours en moyenne)
(Concannon 2011). A P’extréme, certaines chiennes peuvent avoir un cestrus de 1 a 2 jours ou
un cestrus trés prolongé entre 18 et 20 jours (Feldman et Nelson 2003).

La chienne va courtiser le male et adopter des positions d'accouplement (élévation du
périnée a I’approche du male, et une pression sur le dos entrainant une tension des membres
postérieurs et un déplacement de la queue sur le c6té) (Feldman et Nelson 2003).

La vulve reste tuméfiée et gonflée pendant cette phase, mais devient plus flasque que
pendant le proestrus. Les pertes vulvaires sanguinolentes persistent généralement en début
d’cestrus avant de devenir progressivement plus claire, rosée voire jaune (Robinson et Noakes

2019).
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L'cestradiol continue a diminuer jusqu’a des valeurs intermédiaires entre 10 et 20
pg/ml. Au méme moment, la progestérone sérique augmente rapidement au-dessus de 1-3
ng/ml au moment du pic de LH. Elle continue a augmenter rapidement pendant tout I’cestrus
(Concannon 2011). C’est la diminution du rapport cestrogéne sur progestérone qui serait a

’origine du comportement observé par la chienne pendant I’cestrus (Feldman et Nelson 2003).

Le pic de LH dure environ 24 a 60 heures (Hollinshead et Hanlon 2019), et induit
I'ovulation pendant 1’cestrus. L’ovulation a lieu en moyenne 2 jours aprés le pic de LH
(Concannon 2011; Nishiyama et al., 1999), entre 1 et 3 jours chez la plupart des chiennes

(Feldman et Nelson 2003).

c) Metoestrus

Le metoestrus succéde directement I’cestrus et débute lorsque la chienne n’accepte plus
I’accouplement. La vulve diminue et reprend le méme aspect que pendant I’ancestrus.

Il s’agit de la phase lutéale post-cestrale, pendant laquelle les corps jaunes sont présents
sur I’ovaire et sécrétant. La fin du metoestrus correspond au moment de la lutéolyse. Cette phase
du cycle sexuel dure de 50 a 80 jours, 60 jours en moyenne (Concannon 2011).

La progestérone atteint un pic entre 15 et 80 ng/ml entre le 20éme et le 35¢me jour du
cycle avant de redescendre progressivement a une valeur basale inférieur a 1 ng/ml. L’estradiol
est a une valeur intermédiaire entre 15 et 30 pg/ml atteignant un pic au milieu de la phase lutéale
avant de diminuer (Concannon 2011).

La progestérone entraine une hypertrophie du tissu mammaire pendant cette période

(Concannon 2011).

d) Ancestrus

L’ancestrus est la période d’inactivité sexuelle et ovarienne qui dure au minimum 7
semaines, avec une moyenne entre 18 et 20 semaines. Les corps jaunes ont régressé, avec une
progestérone a des valeurs basales (inférieures a 1-2 ng/ml) et une activité folliculaire a son
minimum, avec des valeurs d’cestradiols basses (inférieures a 5-10pg/ml) (Concannon 2011).

Les sécrétions génitales sont rares et le col est fermé. Aucun comportement sexuel n’est

observé.
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A la fin de Dlancestrus, ’activit¢ pulsatile de la GnRH augmente ainsi que la
concentration en FSH qui stimule le début d’une nouvelle vague de croissance folliculaire en
prévision du prochain cestrus (Robinson et Noakes 2019).

C’est également pendant cette période que le recrutement folliculaire commence,
parallélement a I’augmentation de FSH et associé a une augmentation des cestrogenes (environ

60 a 100 jours avant le pic de LH pré-ovulatoire) (England et al., 2009).

Tableau 1 : Bilan des changements morphologiques et comportementaux au cours du
cycle sexuel de la chienne

Phase du cycle Durée (jours) Manifestations principales
Proestrus 9 jours en moyenne - Gonflement de la vulve
(5 jusqu’a 20) - Pertes vulvaires
sanguinolentes

- Attraction mais refus du

male

Oestrus 9 jours en moyenne - Acceptation du male

(5 jusqu’a 15) - Gonflement de la vulve

- Vulve plus flasque

- Pertes vulvaires
sanguinolentes moins
abondantes, absentes ou

plus claire

Metoestrus 60 jours en moyenne - Arrét de ’acceptation du
(50 jusqu’a 80) male

- Vulve non tuméfiée

Anoestrus 18 a 20 semaine en - Absence de sécrétion
moyenne vaginal

- Repos sexuel
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Fin
anoestrus

Proestrus

Oestrogéne

Qestrus

Metoestrus

Progestérone

Début
anoestrus

Figure 8 : Bilan schématique des variations hormonale au cours du cycle sexuel chez

la chienne (@A. Tellier; Concannon 2011; Feldman et Nelson 2003)
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1.

La progestérone, un outil intéressant parmi
d’autre, dans le choix de la mise a la

reproduction chez la chienne

A. Période de fécondation et de fertilité chez la

chienne

1. La période de fécondation

La période de fécondation correspond au moment ot des ovocytes matures, viables, sont

présents dans les trompes utérines. Comme détaillé précédemment, I’ovulation a lieu environ 2

jours apres le pic de LH et ’ovocyte subit une maturation d’environ 2 jours dans les oviductes.

Elle s’étend alors :

De la fin de la maturation des ovocytes, 2 jours apres 1’ovulation, environ 4 jours apres
le pic de LH (Chastant-Maillard et al., 2011).

Jusqu’a la dégénérescence des ovocytes dans les trompes utérines. Chez la plupart des
chiennes, les ovocytes matures survivent entre 1 et 3 jours aprés la fin de leur
maturation, ce qui correspond au 4 et 7¢éme jour apres le pic de LH (Concannon 2011;
Reynaud et al., 2015). Une baisse significative de la fécondité est observée a partir du
7éme jour post-ovulation, soit le 9¢me jour apres le pic de LH, et devient nulle au-dela
du 10éme jour. Chez les chiennes qui présentent une période de fécondation plus longue
qui peut aller jusqu’a 8 a 10 jours apres le pic de LH, les chances d’obtenir une gestation
avec une saillie naturelle sont moindres (Tsutsui et al., 2009; Concannon 2011).

De plus, la fermeture du col de ’utérus survient entre 5 et 6 jours aprés I’ovulation,
empéchant la remontée des spermatozoides et la fécondation de 1’ovocyte par saillie
naturelle. Au-dela, malgré une baisse de la fécondité significative des ovocytes, la
gestation reste encore possible jusqu’a 8 jours apres 1’ovulation par insémination intra-
utérine. A ce moment les inséminations vaginales ont un taux de réussite de 10% et les
inséminations intra-utérines de 60% (Tsutsui et al., 2009; Verstegen et al., 2001).
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Ainsi, I’ovocyte est fécondable entre 2 et 4 a 5 jours apreés ’ovulation, soit4 et 6 a 7
jours apres le pic de LH. Pour déterminer le moment de la mise a la reproduction, il est important

de définir la période de fertilité¢ (England et Concannon 2002).

T T T T T T T T 1 .

Jours aprés 1’ovulation

Pic de LH
vulation
Ovulatio Col de I'utérus fermé
Maturation Ovocytes matures Ovocytes matures Dégénérescence
des (majorité des (certaines chiennes) des ovocytes

ovocytes chicnnes)
I Y Y A I I I I I
o 1 2 3 4 5 6 7 8 2 10 1T Jours aprés le pic de LH

Figure 9 : Période de fécondité chez la chienne apres [’ovulation et le pic de LH, en
fonction de la maturation et survie des ovocyte et de 'ouverture du col de I 'utérus. (@A. Tellier,
England et Concannon 2002, Tsutsui et al. 2009, Concannon 2011; Chastant-Maillard et al.,
2011)
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2. La période de fertilité

La période de fertilité est la période pendant laquelle une saillie ou une insémination
peut aboutir a une gestation. Elle prend en compte la période de fécondation définie
précédemment mais également la survie des spermatozoides dans les voies génitales femelles.

C’est pendant cette période qu’il est conseillé de mettre a la reproduction la chienne

(England et Concannon 2002).

a) Période de fertilité, saillie naturelle et insémination

en sperme frais

Les spermatozoides survivent entre 5 et 6 jours, jusqu’a 7 jours dans 1’utérus
(Concannon 2011). Les saillies 5 jours avant I’ovulation, soit 3 jours avant le pic de LH, sont
donc souvent fertiles (Concannon 2011). Ainsi la période de fertilité se déroule de 3 jours avant
le pic de LH, jusqu’a 7 jours apres le pic de LH (soit 5 jours avant et aprés 1’ovulation) (England
et Concannon 2002). La survie est d’autant plus longue que la qualité de la semence est bonne
(Concannon 2011; England et Concannon 2002).

Méme si la période de fertilit¢ maximale est relativement longue, il y aurait un pic de
fertilité entre le jour du pic de LH et 6 jours apres (soit de 2 jours avant I’ovulation jusqu’a 4
jours apres) La mise a la reproduction pendant la période de fécondité reste tout de méme idéale,
jusqu’a 1 jour avant la fin de la maturation des ovocytes, pour permettre la capacitation des
spermatozoides dans le tractus génital. La capacitation des spermatozoides chez le chien est
estimée a 7 heures (Mahi et Yanagimachi 1976; England et Concannon 2002).

Ainsi le meilleur moment de la mise a la reproduction théorique est 4 jours apres le pic

de LH, quand I’ovocyte a terminé sa maturation (Linde-Forsberg 1991).

Tableau 2 : Périodes de fertilite et de fécondité (England et Concannon 2002)

Jours par rapport au pic de LH | Jour par rapport a I’ovulation

Période de fertilité 3a+7 -5a+5
Pic de fertilité 0a+6 2a+4
Période de fécondation | +4 a +6 +2a+4
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b) Sperme de mauvaise qualité, congelé ou réfrigére

Les inséminations artificielles avec de la semence de mauvaise qualité ou en sperme
réfrigéré ou congelé ont plus de chance de fonctionner aprés la fin de la maturation des
ovocytes. En effet, la durée de survie des spermatozoides dans les voies génitales femelles est
diminuée. La semence réfrigérée a une durée de vie entre 2 et 4 jours et le sperme congelé de
moins de 24 heures (Nishiyama et al., 1999). Ainsi il est conseillé de réaliser les inséminations
artificielles pendant la période de fécondité définie précédemment (I.A.1) (England et

Concannon 2002).

B. M¢éthodes pour déterminer le moment de la

mise a la reproduction

Pour déterminer le moment de mise a la reproduction, il faut déterminer le moment du

cycle cestral, mais aussi le moment de 1’ovulation et estimer la période de fertilité.

1. Changements comportementaux et morphologiques

Le comportement de la chienne, 1’aspect extérieur de la vulve et les écoulements
vulvaires permettent de déterminer le moment du cycle sexuel. Seulement ils ne sont pas assez

précis pour déterminer la période de fertilité¢ ou de fécondation (Fontbonne 2008).

Les écoulements vulvaires sanguinolents permettent d’estimer le début du pro-
oestrus. Seulement cette observation ne permet pas d’estimer le moment idéal de la mise a la
reproduction (Goodman 2001). En effet, il existe plusieurs limites :

- Comme expliqué précédemment, les écoulements vulvaires sanguinolents pendant le
pro-oestrus sont variables d’une chienne a ’autre. Ils peuvent étre trés discret et ne

passés inapercus.
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- Ladurée du pro-oestrus est variable selon les chiennes, et peut s’étendre de 5 a 20 jours
(Concannon 2011). Le début des pertes sanguines ne permet donc pas d’estimer le début
de 'cestrus.

- Le moment de I’ovulation ne peut également pas étre estimé a partir du début des pertes
sanguines. En effet, les chiennes ovulent au plus tot 5 jours apres le début du pro-oestrus
jusqu’a 30 jours apres (England et Concannon 2002).

Le comportement de la chienne d’acceptation du male pourrait permettre de
déterminer le début de I’cestrus. Seulement, il existe une grande variabilité selon les chiennes
ce qui rend cette méthode peu fiable. Ce comportement peut se manifester de fagon franche dés
le début de I'cestrus, comme il peut se manifester de manic¢re beaucoup plus discréte ou plus
tardive. De plus, selon le male qui leur est présenté, les chiennes vont manifester plus ou moins

de réceptivité, voire refuser le male ( England et Concannon 2002; Goodman 2001).

L’aspect de la vulve peut étre un outil intéressant dans la détection du début de 1’ cestrus.
En effet, 'imprégnation oestrogénique du pro-cestrus rend la vulve turgescente et ferme. La
chute des cestrogénes en début d’cestrus rend la vulve flasque. Bien que 1’aspect de la vulve
permette de déterminer le début de 1’cestrus, elle ne permet pas de déterminer avec fiabilité le
moment de la mise a la reproduction. En effet, il existe une grande variabilit¢ de la date de
I’ovulation a partir du début de I’cestrus en fonction des chiennes, et en fonction des cycles pour

une méme chienne (England et Concannon 2002; Fontbonne 2008; Goodman 2001).

Ces signes sont donc insuffisants pour déterminer avec précision le moment de
I’ovulation et donc le moment idéal de mise a la reproduction (Fontbonne 2008; Goodman
2001).

Il est alors nécessaire de combiner cette observation des signes extérieurs avec d’autres

méthodes de suivi du cycle sexuel.
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2. L’analyse cytologique vaginale

La cytologie vaginale consiste a récupérer des cellules exfoliées de 1’épithélium vaginal,
de les colorer et de les observer au microscope.

L’¢épithélium vaginal s’épaissit sous I’effet des cestrogenes et évolue donc au cours du
cycle sexuel de la chienne. L’analyse cytologique vaginale est un marqueur indirect de la
concentration en cestrogene et permet d’estimer le moment du cycle sexuel.

Cette technique, peu colteuse et rapide, compléte [’observation des signes
morphologiques et comportementaux (Gogny et Fieni 2010; England et Concannon 2002;
Goodman 2001).

a) Technique et coloration

(1) Technique de prélevement : le frottis vaginal

Il existe plusieurs techniques de prélevements des cellules vaginales, qui se font a 1’aide
d’un coton-tige imbib¢ de solution saline (England et Concannon 2002).

Il est préférable de réaliser le prélévement des cellules au niveau du vagin cranial, car
les cellules de la fosse clitoridienne ne sont pas représentatives de la phase du cycle sexuel
(Goodman 2001). Certains auteurs utilisent d’ailleurs un spéculum, qui permet d’éviter le
contact avec la fosse clitoridienne, et de limiter les résultats erronés (Wright 1990; England et
Concannon 2002).

La récupération des cellules vaginales peut également se faire sans spéculum dans le
vagin cranial (Antonov 2017). Nous allons détailler cette technique, qui est celle utilisée dans
notre étude et sur le terrain (Figure 10) :

- L’¢écouvillon, préalablement humidifié¢ avec une solution saline, est inséré obliquement
voire verticalement au niveau de la commissure supérieure de la vulve, permettant
d’¢éviter la fosse clitoridienne qui se trouve en région ventrale juste en avant de la
commissure inférieure des levres de la vulve.

- 1I faut ensuite faire progresser verticalement 1’écouvillon dans le vagin jusqu’a son

plafond
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- Lorsque la progression n’est plus possible, 1I’écouvillon est poussé horizontalement pour
continuer la progression.

- Des mouvements de rotations sont réalisés avec 1’écouvillon ainsi placé pour récupérer
les cellules.

- L’écouvillon est sorti et roulé délicatement sur une lame de microscope en plusieurs

bandes longitudinales (Gogny et Fieni 2010).

2ih Bassin
Colon Colon
- >
Anus > Anus
= o S —
Ecouvillon . .
Ecouvillon
: Vagin ) Vagin
Uté Vessie 9 Fosse Utérus Vessie E
. . g u
he clitoridienne _ Fosse
clitoridienne

Figure 10 : Réalisation du frottis vaginal (Gogny et Fieni 2010)

(2) Colorations

Les deux colorations les plus utilisées sont le May-Griinwald et Giemsa simplifiée et la
coloration de Harris Shorr.

- La coloration de May-Griinwald et Giemsa (rose a violette) est rapide a réaliser
(quelques secondes). Elle permet de bien visualiser les polynucléaires neutrophiles, et
de différencier la morphologie des cellules de 1’épithélium vaginal.

- La coloration de Harris Shorr (orange et bleue) est plus longue a réaliser (10 a 15
minutes). Elle permet de mieux différencier les cellules de I’épithélium vaginal et de
déterminer I’index éosinophilique (voir définition dans I1.B.2.b)(2)) (Gogny et Fieni
2010).

L’observation des cellules se fait au microscope optique a un grossissement 100x a 400x

(Antonov 2017).
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b) Interprétation

(1) Les cellules de 1’épithélium vaginale

L’épithélium vaginal s’épaissit sous 1’effet des cestrogénes. Il passe de quelques couches
de cellules épithéliales a 20 a 30 cellules d’épaisseur. Plus les cellules s’¢loignent de la
membrane basale, plus elles s’¢loignent de I’irrigation sanguine, plus elles vont entrer dans un
mécanisme de mort cellulaire. Les cellules de 1’épithélium vaginal, observables a la cytologie

vaginale sont les suivantes :

- Les cellules parabasales :
Ce sont les plus “vivantes” observables a la cytologie vaginale et les plus proches de la
couche de cellules germinales. Elles sont petites, rondes ou ovales avec un contour

cytoplasmique lisse et un rapport nucléo-cytoplasmique élevé (Figure 11).

Figure 11 : Cellules parabasales de l'épithélium vaginal de chienne au microscope
optique (coloration May-Griinwald et Giemsa). (Reckers et al., 2022)

- Cellules intermédiaires :
Ces cellules sont issues de la mort progressive des cellules parabasales. Elles sont de
plus grande taille que les cellules parabasales et présentent un rapport nucléo-cytoplasmique
plus faible. Elles peuvent étre de plus ou moins grande taille et il est possible de distinguer des

petites et des grandes cellules intermédiaires (Figure 12).
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Figure 12 : Petite et grande cellule intermédiaire de l'épithélium vaginal de chienne au
microscope optique (coloration May-Griinwald et Giemsa). (Reckers et al., 2022)

- Cellules superficielles :

Ce sont des cellules mortes issues des deux types de cellules décrites précédemment. Ce
sont les cellules les plus grandes du frottis vaginal. Elles ont des contours anguleux, avec un
petit noyau pycnotique. A un stade moins avancé de mort cellulaire, elles peuvent encore
présenter un noyau vésiculeux. Au stade le plus avancé de la mort cellulaire, elles deviennent
des cellules au contour anguleux, kératinisés, et sont dépourvues de noyaux, aussi appelés

squames anucléées (Figure 13) (Feldman et Nelson 2003; Antonov 2017).

Figuré 13 : Cellules superficielles de l'épithélium vaginal de chienne au microscope
optique. (coloration May-Griinwald et Giemsa). (Reckers et al., 2022)

Il est également possible de voir sur la cytologie vaginale des polynucléaires

neutrophiles, des globules rouges et des bactéries (Antonov 2017) .
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(2) Variations selon les phases du cycle sexuel

La muqueuse vaginale évolue au cours du cycle sexuel, sous 1’effet des variations de la
concentration en cestrogene sérique. Les cellules épithéliales vaginales vont proliférer et la
présence de cellules vaginales en mort cellulaire va augmenter parallelement a 1’augmentation

en cestrogene. (Feldman et Nelson 2003)

- Proestrus:

Au début du proestrus, le frottis vaginal est assez semblable a celui observé pendant le
metoestrus avec une majorité de cellules parabasales et intermédiaires (grandes ou petites). Des
érythrocytes sont présents en quantité variable selon les chiennes, en lien avec le début des
pertes sanguines. Le fond du frottis est sale, par la présence de sécrétions cervicales et vaginales
visqueuses.

Au milieu du proestrus, 1’épithélium vaginal continue a s’épaissir. Les polynucléaires
neutrophiles disparaissent, puisqu’ils ne peuvent plus traverser I’épithélium. Le nombre de
cellules superficielles augmente parallélement a la diminution du nombre de cellules
parabasales et intermédiaires. Les érythrocytes continuent a apparaitre.

A la fin du proestrus, la cytologie vaginale devient semblable a celle observée en oestrus
avec 80% de cellules superficielles. La quantité d’érythrocytes est variable selon les chiennes

et le fond devient propre (Feldman et Nelson 2003).

- (Estrus:
Comme a la toute fin du proestrus, plus de 80% de cellules superficielles sont observées
sur le frottis vaginal et elles sont regroupées en placard. Les polynucléaires sont absents et
d’éventuels érythrocytes sont encore présents. Le fond du frottis est propre (Feldman et Nelson

2003).

- Metoestrus :
L’¢épithélium vaginal se désépaissit. Les cellules superficielles diminuent rapidement au
début du metoestrus (20% dans les 24-48 heures) et une majorité de cellules intermédiaires ou
parabasales est présente. Les polynucléaires réapparaissent de nouveau (Feldman et Nelson

2003).
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- Anoestrus :
Le frottis vaginal est pauvre en cellule et montre majoritairement des cellules
parabasales. Des cellules intermédiaires et de possibles polynucléaires neutrophiles peuvent

étre observés. Les érythrocytes sont absents. Le fond du frottis est plutot sale. (Feldman et

Nelson 2003).

L’index éosinophilique correspond au pourcentage de cellules acidophiles sur le
nombre total de cellules du frottis. Il permet de compléter le type de cellules ou I’aspect du fond
du frottis. Les cellules acidophiles prennent un aspect orangé, contrairement aux cellules
basophiles qui vont étre colorées en bleu avec la coloration Harris Schorr. Il varie au cours du

cycle sexuel (Tableau 3) (Gogny et Fieni 2010).

Tableau 3 : Analyse cytologique vaginale au cours du cycle cestral de la chienne

Type de cellule | Proestrus Estrus Metoestrus | Anoestrus
Début Avancé

Parabasale +++ + - + +

Intermédiaire +++ + - + +/-

Superficielle - ++ +++ - -

Erythrocytes + ++ +/- - -

Polynucléaires | +/- - - - + +/-

neutrophiles

Index 30% 70% | >80-90% <20% 10%

¢osinophilique

Bien que facile d’utilisation, la cytologie vaginale ne permet pas de préciser le moment
du pic de LH, I’ovulation ou la période de fertilité. De plus, il existe une grande variabilité de
I’interprétation des lames entre les observateurs. Cela n’en fait pas une méthode fiable seule

(England et Concannon 2002; Arlt 2018).

44




3. Déterminer le pic de LH

Déterminer le moment du pic de LH a longtemps ¢été considéré comme la méthode de

référence pour déterminer le moment de 'ovulation. En effet, il s’agirait de la méthode la plus

fiable pour déterminer le moment de 1’ovulation qui a lieu environ 2 jours apres le pic de LH

(Concannon 2011).

Seulement cette méthode présente de nombreuses limites pratiques :

La méthode de référence est le dosage radio-immunologique. Cette méthode
présente de nombreux inconvénients de par I'utilisation des radio-isotopes : elle
est chere, techniquement difficile, dangereuse pour le personnel, longue et
requiert des réactifs peu disponibles. Ainsi, elle n’est pas disponible dans tous
les pays (Hollinshead et Hanlon 2019).

Il est nécessaire de réaliser des dosages au moins quotidiennement, puisque le
pic de LH ne dure que 24 a 60 heures environ pour ne pas le louper (Hollinshead
et Hanlon 2019). Il est méme parfois nécessaire de réaliser 2 dosages quotidiens
(Fontbonne 2008). Ainsi cette méthode est trés contraignante pour le propriétaire
et pour l'animal.

Des kits de dosages ELISA semi-quantitatifs pour déterminer le pic de LH
existent et donneraient des résultats similaires au dosage radio-immunologique
(Nishiyama et al., 1999). 1l permettrait ainsi de se détacher des nombreuses
contraintes du dosage radio-immunologique. Seulement, ils ne permettent pas
de réaliser des dosages moins fréquents, leur durée de conservation est limitée
dans le temps et ils ne sont pas disponibles dans tous les pays. Ils nécessitent
d’étre utilisés quotidiennement pour ne pas louper le pic de LH (Nishiyama et
al., 1999; Hollinshead et Hanlon 2019).

Certains auteurs rapportent une variation importante entre le pic de LH pré-
ovulatoire et le moment de I’ovulation. Ce qui peut faire penser qu’il serait plus
intéressant de déterminer directement le moment de 1’ovulation que le pic de LH

(Hollinshead et Hanlon 2019; de Gier et al., 2006).
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4. La progestérone

La concentration sanguine en progestérone est utilisée pour estimer le moment de
I’ovulation chez la chienne.

Un des avantages du dosage de la progestérone par rapport au dosage de la LH est qu’il
n’est pas nécessaire de réaliser des dosages quotidiens. L’augmentation progressive de la
progestérone rend des dosages tous les 2 a 3 jours suffisants pour déterminer le moment de

I’ovulation et la période de fécondation (England et Concannon 2002).

a) Méthodes de dosage de la progestérone sanguine

11 existe plusieurs techniques disponibles pour mesurer la concentration de progestérone
sanguine chez la chienne, comme le dosage radio-immunologique, le dosage immuno-

enzymatique et le dosage chimio-luminescent (Gloria et al., 2018).

(1) Principe général du dosage immunologique par

compétition

Les différentes méthodes de dosages sont des dosages de type immunologique. Ils
reposent sur l'interaction entre un antigéne (la progestérone) et un anticorps spécifique. Cette
derniere est ensuite révélée et quantifiée par un traceur qui peut étre un radioisotope (dosage
radio-immunologique), une enzyme (dosage immuno-enzymatique) ou un fluorochrome
(Association des colléges des enseignants d’immunologie des universités de langue francaise
2014).

Le dosage de la progestérone se fait par dosage immunologique par compétition. En
effet, le faible poids moléculaire et la faible concentration de la progestérone dans le sérum,
font du dosage par compétition la méthode de choix.

Dans cette méthode, la progestérone a doser est mise en compétition avec une hormone.
Cette dernicre étant choisie suivant la caractéristique suivante : sa capacité a se fixer sur le
méme anticorps que la progestérone, de maniere compétitive. La réaction est quantifiée grace

au traceur. Ainsi dans la réaction, il y a (Figure 14) :
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- La progestérone que 1’on souhaite doser

- Une hormone marquée par un traceur, en concentration connue

- Des anticorps avec des récepteurs spécifiques de la progestérone et de I’hormone

marquée

A I’équilibre, on obtient :

- La progestérone et I’hormone marquées fixées aux anticorps

- Une partie libre avec la progestérone et ’hormone marquée non fixée

Le degré d’inhibition de la fixation de I’hormone marquée par la progestérone est

proportionnel a la concentration de la progestérone. Une courbe d’étalonnage est établie pour

des valeurs de progestérone connues et permet alors de calculer la valeur de progestérone dans

une solution donnée (Hakan 2008; Ververidis et al., 2002).

Anticorps anti-progestérone

Hormone marquée

Progestérone a doser

£ < e
< %Y ol - %
7
\
Partie liée . Partie libre
s ‘% ; 3% 7
.3 {fp P w ° .{;

Figure 14 : Principe général du dosage immunologique compétitif (@WA.Tellier; Hakan 2008)
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(2) Dosage radio-immunologique

Ce type de dosage est considéré comme la méthode de référence pour mesurer la
concentration en progestérone sanguine.

Il s’agit d’un dosage radio-immunologique par compétition, dont le fonctionnement
général a été décrit précédemment. Le traceur utilisé est un radio-isotope. La mesure de la

radioactivité permet de quantifier la réaction.

Cette technique présente de nombreux inconvénients, notamment par 1’utilisation de
radio-isotopes. En effet, les ces derniers ont une stabilité limitée dans le temps, ils doivent étre
manipulés par un personnel compétent, la gestion de leur déchet est compliquée. De plus,
l'analyse est coliteuse, longue et est généralement réalisée dans des laboratoires extérieurs et
n’est pas réalisable tous les jours (Hakan 2008; Gloria et al., 2018; Moxon, Copley, et England
2010).

Les autres types de marquages ont été développés, qui ne présentent pas tous ces

inconvénients, comme les enzymes et les fluorogénes chimiluminescents (Hakan 2008).

(3) Dosage immuno-enzymatique

Le dosage ELISA (Enzyme-linked ImmonoSorbent Assay) ou EIA (Enzyme Immuno
Assay) est utilisé pour les dosages de la progestérone. Il existe plusieurs méthodes d’ELISA
mais celle de choix pour la progestérone est ’ELISA compétitif, dont la méthode générale a été
décrite précédemment.

11 différe du dosage radio-immunologique par I’utilisation d’une enzyme pour révéler la
réaction plutét que les radio-isotopes. Il existe une variante du dosage ELISA, le FLISA
(Fluorescence-Linked ImmunoSorbent Assay), dans laquelle un fluorochrome est utilisé pour
révéler la réaction (Association des colléges des enseignants d’immunologie des universités de
langue francaise 2014; Hakan 2008).

Les dosages ELISA peuvent donner des résultats quantitatifs, comme le dosage radio-
immunologique ou semi-quantitatif et qualitatif. Ils peuvent étre tout aussi sensible et précis
que le dosage radio-immunologique sans présenter les inconvénients des radio-isotopes (Hakan
2008).
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(4) Dosage immuno-enzymatique quantitatif

Le dosage ELISA compétitif quantitatif donne une valeur chiffrée de la concentration
en progestérone.
Comme pour le dosage radio-immunologique, I’ELISA quantitatif se déroule de la fagon
suivante (Figure 15) :
- Le sérum avec la progestérone est mis dans les puits qui contiennent les
anticorps spécifiques
- Le conjugué avec les hormones liées a une enzyme est ajouté
- Aprés lavage, un substrat et des chromogénes sont ajoutés. La réaction
enzymatique se fait a ce moment-la. Ce sont les chromogenes qui sont a I’origine
de la formation d’une couleur (proportionnelle a la quantité d'enzymes).
- La mesure de I’absorbance permet de quantifier la réaction enzymatique qui est
inversement proportionnelle a la concentration en progestérone (Ververidis et
al., 2002; Association des colleéges des enseignants d’immunologie des

universités de langue francaise 2014).

Progestérone a doser ‘ Conjugué avec hormone liée a une Lavage A

\ enzyme

Puits avec anw Puits avec anticorps
Substrat + ‘ Chromogeéne | Réaction enzymatique
MESURE DE
L’ABSORBANCE

Puits avec anticorps Puits avec anticorps

Figure 15 : Principe général du dosage ELISA compétitif quantitatif de la progestérone
(@A. Tellier,; Ververidis et al. 2002)
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Comme pour le dosage radio-immunologique, une courbe d'étalonnage avec des valeurs

de concentration connue de la progestérone est nécessaire (Figure 16).

Absorbance

T T TTTTTTTTT T T T T TTTT

0.1 1 10 100
Concentration en progestérone (ng/ml)

Figure 16 : Exemple de courbe d'étalonnage pour I’ELISA par compétition (Ververidis
etal, 2002)

Il existe maintenant des automates a disposition des cliniques qui utilisent cette méthode
de dosage comme par exemple le Catalyste Progestérone de Idexx®. Ils permettent de réaliser

les analyses sur place avec un résultat rapide et moins onéreux.

(5)Dosage immuno-enzymatique semi-quantitatif

ou qualitatif

Les ELISA semi-quantitatifs et qualitatifs sont vendus pour I’utilisation rapide en
clinique vétérinaire. Ils sont une alternative peu chére et facile d’utilisation (Moxon, Copley, et
England 2010). Plusieurs kits de test ELISA quantitatifs sont vendus aux vétérinaires, comme

le test Ovucheck de Biovet® ou l'ovulation test de Virbac®.
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Il fonctionne comme les ELISA quantitatif, sauf que la mesure est faite a I'eeil nu, en
fonction de la couleur observée et des couleurs de I'étalonnage.

Ils peuvent avoir un intérét pratique, et étre suffisant pour déterminer le moment de
I’accouplement. Seulement il n’affiche pas de valeur chiffrée de la progestérone (Arbeiter et

al., 1991; Moxon et al., 2010).

Tableau 4 : Exemple d'interprétation d'un test ELISA semi-quantitatif, Ovulation test
Virbac®

B INTERPRETATION DES RESULTATS:
Les couleurs du test correspondent aux niveaux de progestérone.

Concentration _
Couleurs | de progestérone | Recommandations*
correspondante

Niveau de base de la progestérone.
Effectuer un nouveau test toutes les 48
heures jusqu’a obtention d’un résultat C2
(Bleu clair).

Blg}vif 0a1lng/ml

L'augmentation du taux de progestérone a
. ébuté.

1a2,5ng/ml | Effectuer un nouveau test toutes les 24
heures jusqu’a I’obtention d’un résultat C3
(Bleu pale).

C2
Bleu clair

Correspond a la période d’ovulation.
2538ne/ml | Saillirou inséminer 2 fois entre 1a3
' & jours plus tard. Avec du sperme congelé,

ol
Bleu pale IS [
inséminer dans 1, 3 et 5 jours.

C4 Saillir ou inséminer immédiatement.
Blanc > 8 ng/ml Attention, vous pouvez vous trouver en fin
de période fertile.

(6) Dosage immuno-fluorescent : le mini Vidas®, un
exemple d’automate a  disposition des

vétérinaires

Les dosages immuno-fluorescent sont des variantes du dosage ELISA. Ils utilisent un
fluorochrome pour quantifier la réaction.

L’automate mini-vidas de Biomérieux® mesure par dosage immuno-fluoro-
enzymatique. La méthode de dosage combine un dosage immuno-enzymatique compétitif, avec

une détection par fluorescence.
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Dans les réceptacles solides, se trouve des anticorps monoclonaux sur lesquels la
progestérone contenue dans le plasma va venir se fixer. Les éléments non fixés vont étre
¢liminés pendant les phases de lavages successifs.

Le conjugué est ensuite ajouté dans le réceptacle et va venir saturer le reste des anticorps
libres. Le conjugué est un dérivé de la progestérone marqué par une phosphatase alcaline. Le
conjugué non fixé est éliminé par lavage. Puis la phosphatase alcaline hydrolyse le substrat en
un produit fluorescent. La mesure de la fluorescence est inversement proportionnelle a la
progestérone contenue dans 1'échantillon. La mesure de la progestérone se fait a partir d’une
courbe d'étalonnage comme les autres dosages décrits. Une calibration doit se faire tous les 14
jours. Les résultats sont donnés en ng/ml de 0,25 a 80 ng/ml en 45 minutes a partir de 200
microlitres de plasma (Brugger et al., 2011).

La précision du dosage a ét¢ mesurée. Les variances intra-dosage sont répertoriées dans
le tableau suivant (Tableau 5). Elles correspondent aux coefficients de variation des mesures
d’un méme échantillon au cours de la méme série de dosage. Les variances intra-dosage varient
de 3,1 a 25,4%. Elles sont assez faibles pour les concentrations de 6,8 a 61,8 ng/ml mais élevé
pour une concentration de 1,Ing/ml. Les variance inter-dosage, c’est-a-dire pour un méme

¢chantillon sur plusieurs séries différentes, vont de 2,1 a 4,3%.

Tableau 5 : Variance intra-dosage du Mini Vidas Biomérieux® pour les dosages de la
progestérone chez la chienne (Brugger et al., 2011)

Table 2. Within-run (intra-assay)

Sample 1 2 3 4 5
Mean value 1.1 6.8 43.7 51.4 61.8
CV% 25.4 6.6 R 2.6 34

Par rapport au dosage radio-immunologique, le mini-Vidas donne des valeurs proches
du dosage radio-immunologique, avec une tendance a donner des valeurs plus hautes.
Seulement en dessous de 2 ng/mL, la différence avec le dosage radio-immunologique devient
plus importante.

Ainsi, cet automate a une bonne précision et est exactement au-dessus des valeurs de

2ng/ml (Brugger et al., 2011).
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D’autres méthodes de dosages existent, comme le dosage chemiluminescent. Celui-ci
est ¢galement disponible pour les vétérinaires avec 1’automate Progestérone II, Roche

diagnostic®.

b) Interprétation

La progestérone est un marqueur intéressant pour déterminer le moment de I’ovulation.
En effet, la valeur de la progestérone au moment de I’ovulation varie peu en fonction des

chiennes (Chastant-Maillard et al., 2011).

Chez la chienne, les follicules subissent une pré-lutéinisation avant 1’ovulation. La
progestérone commence alors a augmenter avant I’ovulation. Cette augmentation pré-ovulatoire
de la progestérone se déroule pendant et apres le pic de LH, soit 2 jours avant I’ovulation. Apres
I’ovulation, la progestérone augmente rapidement jusqu’a un pic, 20 a 30 jours plus tard, avant
de commencer a décliner (England et Concannon 2002; Feldman et Nelson 2003).

Le dosage de la progestérone sanguine doit étre couplé avec d'autres méthodes de suivi
du cycle (notamment avec les frottis vaginaux qui confirment 1’cestrus). Certains auteurs
suggerent de commencer les dosages de progestérone a partir de plus de 50% de cellules
superficielles sur le frottis vaginal voire au-dela de 70% (Arlt 2018), c’est-a-dire a partir de 9 a

10 jours apres le début du proestrus.

(1) Déterminer le moment de 1’ovulation et décider
d’une mise a la reproduction
Les dosages de la progestérone permettent de déterminer le moment du pic de LH ou le
moment de I’ovulation. Ensuite la mise a la reproduction peut étre décidée en fonction de la
période de fécondation et la méthode d’insémination (sperme frais, réfrigéré ou congelé, 11.A)
Les valeurs de la progestérone au moment de I’ovulation ont été estimées par rapport au
pic de LH ou en association avec 1’échographie ovarienne dans de trés nombreuses études.
Le pic de LH a lieu dés que la progestérone dépasse 2 ng/ml. L’insémination doit avoir

lieu environ 4 a 6 jours apres (England et Concannon 2002; Hollinshead et Hanlon 2019).
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Le moment de I’ovulation aurait lieu entre environ entre 3 et 10 ng/ml, avec des
variations importantes en fonction des études (Hollinshead et Hanlon 2019; Wright 1990; Silva,
Onclin, et Verstegen 1996; Fontbonne 2008). L’ovulation aurait lieu aux alentours de 6 ng/ml
(Reynaud et al., 2006). En pratique, on considére généralement que I’ovulation a lieu dés que
la progestérone sanguine dépasse les 5 ng/ml et que I’ovocyte est mature et fécondable au-
dessus de 8 a 10 ng/ml (England et Concannon 2002; Gloria et al., 2018; Concannon 2011;
Linde-Forsberg 1991; Hollinshead et Hanlon 2019).

Pour les inséminations avec du sperme congelé, il est conseillé¢ d’inséminer tardivement
au cours de I’cestrus, a des valeurs entre 10 et 25 ng/ml (Linde-Forsberg 1991).

Il existe des variations entre les laboratoires pour les mémes méthodes de dosage et entre
les différentes méthodes de dosage. Cela pourrait expliquer la variation importante des résultats
entre les différentes études. La comparaison et I’interprétation entre différentes méthodes doit
donc étre modulée. La décision de I’insémination doit étre décidée en fonction des valeurs de
référence de la méthode de dosage et du laboratoire choisi (Hollinshead et Hanlon 2019; Gloria

etal., 2018; Arlt 2018).

Avec le miniVidas®, de bon résultats sont obtenue avec des insémination a partir de 8

et 10 ng/ml, voire au-dessus de 10 ng/ml (Schreck 2020).

Au-dela de 25 ng/ml, ce serait la fin de la période de fécondité (England 2010).
Seulement, si une chienne est présentée tardivement pendant ses chaleurs, quelles que soient
les valeurs de la progestérone, il est conseillé de tenter une mise a la reproduction pour éviter
d’attendre les 6 mois avant le nouveau cycle (Linde-Forsberg 1991). De plus, il a ét¢ mis en
évidence des taux de gestation similaire entre des chiennes inséminer entre 10 et 25 ng/ml et 25
et 50 ng/ml qui remet en question une réelle baisse de la fertilité au-dessus de 25 ng/ml (Schreck
2020). Ainsi, si une chienne est présentée tardivement, il est nécessaire de vérifier par cytologie
vaginal qu’elle est toujours en cestrus avec absence de polynucléaires neutrophiles (PNN), et il

est possible réaliser une insémination artificielle quel que soit la valeur de la progestéronémie.
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(2) Existe-il une variation de la progestérone selon

les chiennes ?

Le dosage de la progestérone est une méthode fiable. Pour une méme méthode de
dosage, il n’existe pas de différence significative des valeurs absolue de la progestérone entre
les chiennes, quel que soit leur race, leur age ou leur poids au moment du pic de LH et au
moment de 1’ovulation (Fontbonne 2008). Cette étude prospective réalisée sur 1300 chiennes

et 1420 cycles cestraux le montre (Hollinshead et Hanlon 2019).

Les valeurs de la progestérone plasmatique pendant la phase lutéale ne varient pas en
fonction de 1’dge et du poids des chiennes et ne semble pas étre influencées par le nombre de
corps jaunes (Marinelli et al., 2009).

Le taux d’augmentation de la progestérone apres le pic de LH varie de fagon
significative entre les chiennes (Schreck 2020), et pourrait étre corrélé a leur poids. Dans cette
¢tude de 63 chiennes, une différence significative entre le poids des chiennes et la vitesse
d’augmentation de la progestérone autour de I’ovulation a été mise en évidence. Les chiennes
de petit format (<9 kg) ont une croissance de la progestérone plus rapide que les chiennes de
grand format (>40 kg). Seulement, cette étude n’est que sur 63 chiennes et un nombre de race
limité (19 race) (Kutzler et al., 2003). Contrairement a cette étude, aucune différence entre les
chiennes de différent format n’a ét¢ mise en évidence par Hollinshead et Halon (Hollinshead et
Hanlon 2019).

Cette différence d’augmentation du taux de la progestérone ne semble pas influer sur le
taux de gestation ou sur la taille de la portée (Schreck 2020), sauf en cas d’insémination en
sperme congelé. Il a été observé que les chiennes qui présentent un taux d’augmentation de la
progestérone plus lent apres le pic de LH, ont une taille de portée significativement plus petite
que les chiennes qui présentent un taux de croissance de la progestérone rapide (Hollinshead et
Hanlon 2019).

La vitesse d’augmentation de la progestérone apres le pic de LH pourrait peut-étre étre
influencée par le nombre de follicules ovulatoire et de corps jaune. En effet, nous pourrions
penser que plus le nombre de corps jaunes est important, plus la production de progestérone est
rapide. Les arguments en faveur de cette hypothése sont :

- Laprésence de portées plus petites chez les chiennes avec un taux d’augmentation de la

progestérone plus lent (Hollinshead et Hanlon 2019).
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- Ladifférence significative entre les croissances de la progestérone entre les chiennes de
format différents. Selon le format et la race de la chienne, le nombre de follicule
ovulatoire varie (Kutzler et al., 2003). Seulement, ce sont les chiennes de grand format
qui ont un taux d’ovulation plus important que les chiennes de petits formats. Mais cette
¢tude ne prend pas en compte 1’dge des chiennes, qui est également un facteur de
variation du nombre de follicules ovulatoires (Marinelli et al., 2009).

- La corrélation entre le taux d’ovulation et la concentration en progestérone pendant
I’cestrus chez d’autres espéces comme le porc. Un taux d’ovulation plus élevé, avec un
nombre de corps jaune plus important aboutit a des concentrations en progestérone
circulante plus élevé pendant le metoestrus chez le porc, aprés I’ovulation (Guthrie et
al., 1974). Dans I’article suivant, chez les cochettes, on ne retrouve pas cette différence

au moment de 1’cestrus mais au milieu et a la fin de phase lutéale (Knox et al., 2003).

La vitesse d’ovulation des follicules a I’échographie, qu’ils ovulent tous simultanément
ou plus longtemps dans le temps, ne semble également pas influencer sur la progestérone au

moment de 1’ovulation (Domostawska et al., 2014).
La taille des follicules n'influe pas sur la concentration en progestérone intra-folliculaire
avant et apres le pic de LH. [l n’y a pas de corrélation entre la production de progestérone intra-

folliculaire et la progestérone plasmatique avec la taille des chiennes (Reynaud et al., 2010).

Il n’existe aucune étude qui étudie la corrélation de la vitesse de croissance de la

progestérone et le nombre de follicules ovulatoire et de corps jaune pendant apres I’ovulation.
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5. L'échographie ovarienne

L’échographie ovarienne est une méthode non invasive qui permet d’estimer le moment
de I’ovulation. Elle permet d’observer la croissance folliculaire et leur transformation en corps

jaunes.

a) Technique de 1’échographie ovarienne et ses

difficultés

Pour la réalisation d’une échographie ovarienne, la chienne peut étre placée en décubitus
sternal ou dorsal, vigile, avec éventuellement une tonte des poils abdominaux (Renton et al.,
1992; Wallace et al., 1992; Fontbonne 2008; Tsuchida et al., 2022). L’examen dure environ 20

minutes (Fontbonne 2008).

L’échographie ovarienne en mode bi-dimensionnelle est généralement réalisée avec des
sondes linéaires. La fréquence de la sonde doit étre élevée et d’au minimum 7,5 Mhz du fait de
la proximité anatomique des ovaires et de la peau (Renton et al., 1992; Wallace et al., 1992;
Fontbonne 2008). Certains auteurs utilisent méme des sondes de fréquence beaucoup plus

¢levée de 18 Mhz (Tsuchida et al., 2022).

Les ovaires, a I’échographie, sont visibles au pole caudal des reins. Il est important de
balayer cette zone médialement et latéralement en coupe sagittale, puisque les ovaires peuvent
se trouver caudo-médiale ou latéro-médiale au pole caudale du rein. Leur localisation est
légérement variable d’une chienne a I’autre mais également variable d’un jour a I’autre chez
une méme chienne (Wallace et al., 1992). L’ovaire droit peut étre plus difficile a observer, par
sa proximité avec les intestins. Cette difficulté peut étre surmonté en plagant la chienne debout
(Fontbonne 2008).

Il est également plus difficile d’observer les ovaires chez les chiennes de grand format,
en embonpoint, ou qui halétent (Fontbonne 2008; England et al., 2009; Wallace et a/., 1992).

Les ovaires chez la chienne en ancestrus sont des structures ovoides d’échogénicité
semblable ou légérement plus échogene que celle du cortex rénal (Renton et al., 1992; Wallace

etal., 1992).
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b) L’évolution des ovaires au cours du cycle sexuel, et

utilisation

L’échographie des ovaires, en mode bidimensionnel, est un outil intéressant dans le
suivi de I’cestrus et pour déterminer le moment de 1’ovulation. Elle permet de suivre la
croissance folliculaire et de détecter le moment de 1’ovulation. Elle doit étre au minimum

réaliser quotidiennement (Hollinshead et Hanlon 2019).

(1) Les follicules avant I’ovulation

Les follicules apparaissent, au sein du stroma ovarien échogéne, comme des structures
rondes anéchogenes (Fontbonne 2008; Renton et al., 1992).

A la fin de I’ancestrus, environ 60 a 100 jours avant le pic de LH, des follicules de petite
taille commencent a étre visualisés. C’est le début de la phase de croissance folliculaire
(England et al., 2009).

Ils augmentent en taille au cours du pro-cestrus, de 2 2 3 mm jusqu’a 7 2 10 mm avant
I’ovulation (England et Concannon 2002). Au début du pro-cestrus, jusqu’a 2 a 3 jours avant
I’ovulation, les follicules présentent une parois fine (Figure 17) (Le Fresne 2010).

Deux a trois jours avant 1’ovulation, les follicules apparaissent comme des structures
anéchogenes, remplis de liquide avec une paroi épaisse, au sein du stroma ovarien.

L’épaississement de la parois juste quelques jours avant I’ovulation est probablement en lien

avec la pré-lutéinisation des
follicules (Le Fresne 2010). Le

plus souvent, ils ont une forme

OUﬂ\;ﬁ*E GAUCHE ronde mais ils peuvent prendre une
forme plus triangulaire ou aplatie
lorsqu’ils sont regroupés (Figure
18 ; Figure 19) (Fontbonne 2008;
Renton et al., 1992). Ils sont bien

visibles a ce moment-1a, et peuvent

Figure 17 : Ovaire gauche d'une chienne avec 2 €tre individualisé.
follicules en croissance pendant le pro-cestrus,
cranialement au rein. (Le Fresne 2010)
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Figure 18 : Ovaire a l’échographie avant l'ovulation ) F ig”f” e 19 : O’vair e avant ! 'OV”Z‘U’:O” a
avec follicules de forme ronde (Fontbonne 2008) l'échographie avant l'ovulation avec follicules
triangulaires (Fontbonne 2008)
(2)L’ovulation

L'échographie ovarienne est une méthode fiable pour déterminer le moment de

I’ovulation, bien que ce ne soit pas toujours évident.

Physiologiquement, il est supposé que les follicules se collapsent au moment de

I’ovulation et une hémorragie se produit. Les corps jaunes se formes et se gorgent de sang.

L’ovulation se produit en moins de 12 heures. Les principales modifications au moment

de ’ovulation sont :

Une disparition complete des follicules. L’ovaire apparait alors homogene. Cette
observation ne concerne pas la majorité des chiennes (Figure 20) (Fontbonne 2008) ;
La disparition de certain follicule avec la persistance d’autres follicules de plus petite
taille (majorité des chiennes) ;

Un changement de forme ou la diminution de taille des follicules ;

Une collection liquidienne autour de I’ovaire, sous la forme d’un halo anéchogene peut
étre observée chez certaines chiennes qui disparait rapidement en 12 heures (Figure 22) ;
Un changement d'échogénicité des follicules qui deviennent hypoéchogenes (Figure
21). Ces structures hypoéchogenes correspondent aux corps jaunes (England et

Concannon 2002; Renton et al., 1992; Wallace et al., 1992; Fontbonne 2008).
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Figure 20 : Collapsus complet des follicules apres [l'ovulation a [’échographie
(Fontbonne 2008)

Figure 21 : Persistance de structures hypoéchogenes, correspondant au corps jaunes,
sur l'ovaire apres l'ovulation a l'échographie (Fontbonne 2008)
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Figure 22 : Halo anéchogene autour de l'ovaire en post-ovulation a l'échographie
ovarienne (Fontbonne 2008)

Au moment de I’ovulation les follicules ne s'affaissent pas toujours ce qui peut rendre
la détection compliquée. De plus, les changements d’échogénicités sont difficiles a objectiver.
En effet, les corps jaunes présentent encore une cavité liquidienne en leur centre, semblable a
celle des follicules (Renton et al., 1992; England et a/., 2009).

Certaines ¢études montrent une faible fiabilit¢ de 1’échographie ovarienne pour
déterminer le moment de 1’ovulation. Renton et al, montrent par exemple une moins bonne
précision de I’échographie ovarienne que le dosage de la progestérone par ELISA avec une
détection d’uniquement 42% des ovulations. De méme, Hase et al., montrent une fiabilité
d’uniquement 54,5% (Renton et al., 1992; Hase et al., 2000).

La mesure du flux sanguin ovarien en péri-ovulatoire a été étudiée comme méthode
moins subjective des variations d’échogénicité et pour pallier le manque de fiabilit¢ de la
méthode. Seulement, elle n’est corrélée qu’au pic de LH avec une augmentation significative
du flux sanguin et non a I’ovulation (Bergeron et al., 2013).

Des ¢études plus récentes, avec un matériel échographique plus récent montrent des
résultats bien meilleurs de la détection de ’ovulation, avec plus de 90% de détection des
ovulations (Fontbonne 2008; Tsuchida et al., 2022).

Ainsi, I'amélioration du matériel échographique fait, aujourd’hui, de I’échographie une
méthode fiable pour déterminer le moment de I’ovulation. Seulement, elles doivent étre
réalisées quotidiennement, elles sont plus chronophages que les dosages de la progestérone

sanguine et représentent un colt plus élevé pour 1’éleveur.
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6. Autres techniques

a) L’endoscopie vaginal

L’endoscopie vaginale consiste a observer la surface de la muqueuse vaginale a ’aide,
généralement d’un endoscope rigide ou souple ou par examen direct a 1’aide d’un proctoscope
pédiatrique sur chienne debout (England et Concannon 2002).

Cette technique est rapide et peut se faire sur chienne vigile et debout. Il n’est pas
nécessaire de la réaliser tous les jours puisque I’évolution de I’aspect de la muqueuse est tres
progressive au cours du cycle (England et Concannon 2002). Seulement, elle requiert un
équipement onéreux, qui ne peut étre disponible dans toutes les cliniques et dont les
interprétations peuvent dépendre de 1’observateur (Fontbonne 2008).

Elle permet d’observer les modifications de la muqueuse vaginale, qui sont sous
controle des cestrogenes et ainsi d’estimer l'avancée dans le cycle sexuel. Ainsi elle permet
d’estimer la période de fertilit¢, mais elle ne permet en aucun cas de déterminer avec précision
le moment de I’ovulation. Les cestrogénes sont en effet a I’origine d’un épaississement et d’un

cedéme de la muqueuse vaginale (England et Concannon 2002; Fontbonne 2008).

Au début du pro-cestrus, les cestrogénes sont en augmentation. La muqueuse vaginale
est alors épaisse et cedématiée par rétention d’eau. La couleur de la muqueuse est rosée a rose
pale par 1'épaississement de la muqueuse qui masque la vascularisation. Au cours du pro-cestrus,
sous imprégnation oestrogénique, la muqueuse continue a s’épaissir et devient de plus en plus
pale jusqu’a devenir couleurs créme. Des perte séro-hémorragique sont également visibles en
provenance du col de ’utérus.

Environ 2 jours avant le pic de LH, la diminution de la concentration en cestrogeéne
commence. La muqueuse reste pale mais l'eedéme diminue rapidement. La muqueuse
commence a se rétracter et devient plissée.

Au début de I’cestrus, les plis continuent a s’¢largir. Environ 2 a 3 jours aprés le pic de
LH, la muqueuse a continué a se rétracter et les plis deviennent trés angulés : la muqueuse est
dite crénelée (England et Concannon 2002)

La crénulation maximale est atteinte 2 a 3 jours apres 1’ovulation, ce qui correspond

approximativement au début de la période féconde (Concannon 2011).
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La fin de I’cestrus et le début du metoestrus, coincide avec le début de la desquamation
¢pithéliale de la muqueuse vaginale. La muqueuse devient alors plus fine a certains endroits.
De petites zones plus rouges sont alors observées entre les zones pales et la muqueuse s’aplatie
(England et Concannon 2002).

Pendant I’ancestrus, la muqueuse est lisse, fine et fragile avec une concentration en
cestrogéne a une valeur basale. La finesse de la muqueuse rend les vaisseaux sanguins bien
visibles, et la muqueuse vaginale a alors une couleur rosée a rouge (England et Concannon
2002; Garnier 2009).

Ainsi, le début de la période de fertilité coincide avec le début du plissement de la
muqueuse vaginale, correspondant au pic de LH et la période de fécondation au moment ou la
muqueuse est crénelée, avec des plis trés anguleux. Ces observations permettent alors de

planifier le moment de I’insémination ou de la saillie (England et Concannon 2002)

Figure 23 : Photo de la muqueuse vaginale au début (a gauche) et a la fin (a droite) du
pro-cestrus chez la chienne, a l'endoscopie vaginale (Garnier 2009)
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Figure 24 : Muqueuse vaginale
chez une chienne en astrus, a l'endoscopie
vaginale (Garnier 2009)

Figure 25 : Muqueuse vaginale
chez une chienne au début de metoestrus
a l'endoscopie vaginale (Garnier 2009)

Figure 26 : Muqueuse vaginale
d'une chienne en anoestrus, a l'endoscopie
vaginale (Garnier 2009)
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Tableau 6 : Variations de l'aspect de la muqueuse vaginal au cours du cycle sexuel de

la chienne
Hormones Aspect de la muqueuse vaginale
Pro-cestrus Augmentation de la [ Epaisse, cedématiée, couleur rosée a
concentration en | pale crémeuse en fin de pro-cestrus
cestrogene  jusqu’a | Ecoulements séro-hémorragiques en
des valeurs hautes provenance du col de 1’utérus
Estrus Pic de LH, début de | Edéme moins important, plis

la diminution en

cestrogene

grossiers, pale

2 a 3 jours apres le
pic de LH, poursuite
de la diminution en

cestrogene

Plis trés anguleux (muqueuse dite

crénelée), pale

Début metoestrus

(Estrogenes bas

Zones rouges et zones pales,

régression des plis

Anoestrus

Estrogénes au

valeurs basales

Lisse, fine, fragile, rosée a rouge

b) Mesure de la résistance €lectrique du mucus vaginal

Il existe des variations de la résistance du mucus vaginal aux alentours de 1’ovulation.

Pour les mesurer, il suffit de placer une sonde Ohm-métre dans le vagin quotidiennement.

Seulement, cette technique ne serait pas reproductible selon les chiennes (Fontbonne 2008).
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III. Partie expeérimentale

A.  Objectif de I’¢tude

Le but de cette étude est d’étudier la cinétique de la progestérone en post-ovulation, ses
facteurs de variations et ses conséquences.

Certains auteurs rapportent une variation de la vitesse de croissance de la progestérone en
post-ovulation (Hollinshead et Hanlon 2019) (Kutzler et al., 2003). Cette variation pourrait
expliquer un taux de gestation similaires entre des chiennes inséminer de 10 a 25 ng/ml et de
25 ng/ml a 50 ng/ml (Schreck 2020), puisque certaines chiennes présenteraient des valeurs de

progestérone tres élevées, rapidement apres 1’ovulation.

Il pourrait y avoir une variation de cette pente en fonction de la taille de la chienne, mais
cette observation n’est pas retrouvée dans toutes les études.

La question de I’influence du nombre de corps jaunes sur les variations de cinétiques de
la progestérone post-ovulation n’a pour I’instant jamais été ¢tudiée, mais a déja été soulevée

par certains auteurs. (Schreck 2020; Hollinshead et Hanlon 2019)

Les différentes études ont confronté uniquement ces variations de croissances avec la
prolificité des chiennes et leur poids.

Une étude montre que les chiennes avec des taux de croissance de la progestérone plus lent
présentent des portés significativement plus petits. Cette observation pourrait conforter
I’hypotheése de I’influence du nombre de corps jaune sur la vitesse de croissance de la
progestérone. En effet, une portée plus grande pourrait provenir d’un nombre de follicules pré-
ovulatoires plus grand et donc d’un nombre de corps jaune plus important.

Seulement, la taille de la portée ne permet pas de connaitre le nombre de corps jaune,
puisqu’elle ne prend pas en compte le nombre d’ovocytes non fécondée et la résorption
embryonnaires précoce. Il ne s’agit donc pas d’un critére suffisant, et compter directement le
nombre de corps jaune est nécessaire.

De plus, il nous est impossible de savoir si les variations de 1’évolution du taux de la
progestérone sont la cause de portée de plus petite taille, ou si elles sont réellement la

conséquence du nombre de corps jaunes.
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Ainsi notre étude présente plusieurs objectifs. Nous souhaiterions confirmer I’existence de
variations significatives de croissance de la progestérone selon les chiennes, savoir si elle

dépend du nombre de corps jaunes et connaitre son influence sur la fécondité des ovocytes.

B. Matériel et méthode

1. Animaux

Les 10 chiennes qui ont participé a I’étude ont été recrutées par le service de
reproduction du CHUV (Centre Hospitalier Universitaire Vétérinaire) d’ONIRIS, dans le cadre
de leur suivie de chaleur en vue d’une mise a la reproduction, et ont résidés chez leur
propriétaire tout au long de I’étude. Les femelles appartiennent a des races différentes et d’age
variable entre 2 et 8 ans : un chihuahua, deux Yorkshire Terrier, trois bouledogues francais et

quatre border collie.

2. Protocole

Les chiennes ont été présentées 8 jours apres le début des pertes sanguines. Des frottis
vaginaux ont été réalisés tous les jours jusqu’a confirmation de I’cestrus. Un fois confirmé, le
suivie de la progestérone sanguine a débuté : selon la concentration en progestérone, une
nouvelle prise de sang a eu lieu 1, 2 ou 3 jours plus tard. Chaque prise de sang est associée a

une échographie ovarienne et un frottis vaginal (Figure 27).

Lorsque la progestérone a dépassé¢ 10ng/ml, la chienne a ét¢ inséminée par du sperme

frais ou a été saillie naturellement deux fois a 48 heures d’intervalle.

A partir de la premiére insémination, un suivie de la progestérone a été réalisé
quotidiennement ou tous & deux jours, associée a une échographie ovarienne et un frotti vaginal,

jusqu’au metcestrus (Figure 27).
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Début des pertes sanguines

Si progestérone : i 8 jours
3 jours

<2 ng/ml . 7’ Frottis vaginal (1) 1 jour
2 jours
Entre 2 et 3,99 ng/ml — /\
1 jour
Entre 4 et 9,99 ng/ml — |

Si cestrus Si pro-cestrus

Prise de sang et mesure de , ) )
la concentration en Echographie ovarienne (3)

progestérone (2)

i

Si progestérone > 10 ng/ml

l 48 heures

Premiére insémination ———» Deuxiéme insémination
artificielle artificielle

1 a2 jours

1 a2 jours

Prise de sang et mesure de
la concentration en
progestérone (2)

Frottis vaginal (1) Echographie ovarienne (3)

Si cestrus Si metoestrus

Arrét du suivi

Figure 27 : Schéma du protocole expérimental, du déebut des pertes sanguines jusqu’au
début du metoestrus

Les frottis vaginaux (1) ont été réalisés avec des écouvillons stériles humidifiés, avec
du NaCl a 0,9% selon la méthode décrite précédemment (Erreur! Source du renvoi i
ntrouvable.). Pour chaque frottis vaginal, 2 lames ont été réalisées et colorée avec une
coloration de May-Griindwald Giemsa (RAL 555®) et de Harris Schorr (Erreur ! Source du r
envoi introuvable.). L’observation des lames au microscope optique a consisté a déterminer

I’indice éosinophilique, la présence ou 1’absence de polynucléaire neutrophile et les cellules de
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I’épithélium vaginal. Le premier jour du metoestrus, et donc I’arrét de I’expérience a été
considéré comme le premier jour d’apparition des polynucléaires neutrophile sur la cytologie

vaginale.

Les échographies ovariennes (2) ont été réalisées a I’aide d’une sonde linéaire de
12,5MHz, associée a un échographe ESAOTE Pie Medical®. Les chiennes ont été positionnées
en décubitus dorsal ou latéral. Pour améliorer 1’observation échographique, les chiennes ont été
tondu est au niveau de 1’angle costo-lombaire (une zone de 2cmx2cm) et du gel échographique
est utilisé entre la peau et la sonde. Les échographies ont consisté a déterminer le nombre de
follicules avant I’ovulation et de corps jaunes apres celle-ci sur les deux ovaires. L’échographie
ovarienne est considérée comme une méthode fiable pour dénombrer les follicules ovariens

(Fontbonne 2008).

Les dosages de la progestérone sanguine (3) ont nécessité des prélevements sanguins
sur tube hépariné, au niveau de la veine jugulaire, céphalique ou saphéne externe. Apres
centrifugation, 200 pl de plasma sont récupérés et la concentration en progestérone est dosée
avec ’automate mini VIDAS de Biomérieux® (Erreur ! Source du renvoi introuvable.). Ces d
osages ont permis le suivie des chaleurs et la décision de la mise a la reproduction comme un
suivi classique mis en ceuvre dans le service de biotechnologies et pathologie de la reproduction
du CHUV d’ONIRIS. Contrairement a un suivi classique de chaleur, les dosages de la
progestérone ont été poursuivis apres la premiere insémination artificielle, jusqu’au début du

metoestrus par la mise en évidence de polynucléaires neutrophiles sur les frottis vaginaux.

Le protocole expérimental a été validé par un comité d’éthique vétérinaire, le CERVO
(Comité d'Ethique en Recherche clinique et épidémiologique Vétérinaire d'Oniris), avant le

début de sa mise en place.

3. Etude statistique

L’analyse des données commence apres le moment de 1’ovulation, qui a été définit
comme la premiere valeur de la progestérone a dépassé les 10ng/ml. L’analyse se termine 4
jours aprés l’ovulation, moment théorique de chute de la fertilité. Toutes les analyses

statistiques ont été réalisé a ’aide du logiciel RStudio®.
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a) Mise en évidence de différences de vitesse de

croissance

Pour mettre en évidence des différences de croissance de la progestérone apres
I’ovulation, nous avons réalisé des régressions linéaires des courbes de progestérone chez
chacune des chiennes de 1’é¢tude. Elles nous ont permis de déterminer la pente des courbes, et
ainsi la vitesse de croissance de la progestérone chez chacune des chiennes. Les pentes des

régressions linéaires ont été comparées a 1’aide d’intervalle de confiance a 95%.

b) Lien entre la croissance de la progestérone, le

nombre de follicule et la fécondité.

Une régression linéaire multiple de la valeur de la progestérone en fonction du nombre
de follicules, le pourcentage de fécondation et le nombre de feetus a été réalisée pour mettre en
évidence un éventuel lien.

Nous avons comparé le nombre de follicules, de fcetus et le pourcentage de fécondité
des chiennes avec une croissance significativement plus lente et plus rapide. Un test de Fisher

a permis la comparaison.

C. Résultats

Les 10 chiennes qui ont participées a notre étude ont été retenues dans nos résultats.

1. Description des frottis vaginaux au cours de 1’cestrus

Au cours de I’cestrus, les frottis vaginaux étaient composés principalement de squames
anucléées et de cellules superficielles en placard sur un fond de frottis sales. L’indice
¢osinophilique était élevé tout au long de I’cestrus (>80%). Au début de I’cestrus, des
érythrocytes étaient présents sur le frottis. Ils ont disparu progressivement au cours de I’cestrus.

Aucun polynucléaire neutrophile n’a été observé pendant I’ cestrus. Ils sont apparus entre
2 et 8 jours apres 1’ovulation, avec une moyenne de 5,4 jours. La progestérone au moment de
I’apparition des polynucléaires neutrophiles était de 61,86 +/-21,18 ng/ml (+/- écart-type).
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L’apparition des polynucléaires neutrophiles était accompagné d’une chute importante
de I’indice éosinophilique (environ 50%) et de I’apparition de cellules intermédiaires qui nous

ont permis de confirmer le metoestrus.

2. Description des échographies ovariennes au cours de

I’ cestrus

Une des chiennes (chienne 9) a montré des nodules sur la rate au moment de
I’échographie. Elle ne présentait aucun signe clinique au moment de ’expérience, mais elle a

présenté un taux de progestérone faible par rapport aux autres chiennes de I’étude.

Au début de D’cestrus, les follicules étaient difficilement individualisables, et leur
dénombrement difficile. Deux a trois jours avant I’ovulation, les follicules ont été plus faciles
a dénombrer.

Au moment de I’ovulation, nous avons observé chez 4 chiennes une disparition
complete des follicules, sans visualisation possible des corps jaunes. Chez ses 4 chiennes, les
corps jaunes sont apparues 1 a 2 jours apres I’ovulation. Chez les 6 autres chiennes, nous avons
observé des structures hypoéchogenes, les corps jaunes en formation, qui ont remplacés les
follicules. Une des chiennes a présenté simultanément des follicules et des corps jaunes sur les
ovaires au moment de 1’échographie.

L’ovulation observée a 1I’échographie a eu lieu au moment ou les chiennes ont dépassé
les 10 ng/ml de concentration de la progestérone chez 9/10 des chiennes de 1’étude. L’ une des
chiennes a présenté les premiers signe de I’ovulation a un taux de 5,14 ng/ml de progestérone
(chienne 6).

Le nombre de corps jaunes total différait du nombre de follicules avant I’ovulation chez
7 chiennes sur 10 de I’études. La différence entre les deux était de 1 pour 4 des chiennes et de
2 pour 3 des chiennes.

En cas de différence entre le nombre de follicules pré-ovulatoires et le nombre de corps
jaunes dénombrés, nous avons retenu le chiffre le plus grand des deux pour notre étude (Tableau

7).
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3. Diagnostic de gestation et taille des portées

Le nombre de feetus a 25 jours et la taille de la portée au moment de la mise bas sont
inférieurs ou égal au nombre de follicules ovulatoires déterminés pour chacune des chiennes.
Cette observation conforte 1’idée que notre méthode n’a pas entrainer un dénombrement de plus
de follicules qu’il y en avait réellement. Le pourcentage de follicules ovulatoires dont I’ovocyte
n’a pas aboutis a la formation d’un feetus a 25 jours est de 37% (n=9).

La chienne 8 n’est pas venue au diagnostic de gestation a 25 jours. La chienne 9 qui a
présentée des nodules sur la rate est la seule chiennes a avoir eu un diagnostic de gestation
négatif a 25 jours. La chienne 6 a avortée.

Ainsi, le taux de gestation au cours de notre étude est de 90% et le taux de mise bas de

80%.
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Tableau 7 : Récapitulatif du nombre de follicules ovulatoires, du nombre de feetus et de
la taille des portées en fonction des chiennes et de leur taux de progestérone a la premiere et
deuxieme insémination artificielle (IA)

Chienne Race Age Progestérone | Progestérone | Nombre Nombre de | Taille
(Année) | a la premiere | a la deuxieme | de feetus a 25 | de 1la
IA (ng/ml) IA follicule | jours portée
(Ng/ml) ovulatoire/
corps
jaune
1 Chihuahua 3 13,46 28,95 5 4 4
2 Yorkshire 4 11,37 40,03 8 4 4
Terrier
3 Yorkshire 5 14,53 40,52 8 4 3
Terrier
4 Bouledogue 4 41,73 >80 6 6 6
francais
5 Bouledogue 3 15,61 54,15 8 5 5
francais
6 Bouledogue 6 20,9 68,75 10 9 0
francais
7 Border Collie | 3 11,31 31,58 10 5 7
8 Border Collie | 8 15,95 61,76 11 - 7
9 Border Collie | 7 13,2 21,53 6 0 0
10 Border Collie | 2 11,12 31,13 9 7 6
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4. Description des variations de la cinétique de la

progestérone apres 1’ovulation

[
/

Concentration en progestérone sérique (ng/ml)

20

I I I I I I
-2 0 2 4 6 8

Jour par rapport a I'ovulation

Figure 28 : Moyennes de la concentration en progestérone chez les chiennes de l'étude
par rapport au moment de l'ovulation (écart-type en barre d’erreur) (n=10)

La moyenne de la concentration en progestérone est de 46,05 ng/ml en moyenne (+/-
17,92 d’écart-type) 2 jours apres I’ovulation et de 58,44 ng/ml en moyenne (+/- 10,35 d’écart-
type) 4 jours apres 1’ovulation, jour de la fin de la période de fécondité théorique.

La progestérone augmente apres 1’ovulation. Quartes chiennes sur les dix ont montré

une diminution de la concentration en progestérone entre le 4°™ jour aprés 1’ovulation et la fin
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de I’cestrus, ce qui explique une diminution de la moyenne des progestérone (Figure 28). Nous
pouvons également remarquer une variation subjective de la vitesse de la croissance de la
progestérone. Une des chiennes dépasse les 80 ng/ml dés le 2™ jour aprés I’ovulation alors
qu’une autre chienne ne dépasse pas les 30 ng/ml 2 jours aprés 1’ovulation. Ces différences sont
bien visibles dans le Tableau 7 dans lequel sont répertoriés les valeurs de la progestérone au

moment de la premiére et deuxiéme insémination artificielle.

Pour objectiver cette différence de croissance, nous avons comparé les pentes de la
croissance de la progestérone, calculées par régressions lin€aires. Les régressions linéaires ont
montré d’excellent coefficient de corrélation (R*>95). Une unique chienne n’a présenté que 2
valeurs de la progestérone apres 1’ovulation, et aucun intervalle de confiance n’a pu étre calculé.
Cette comparaison nous a permis de mettre en évidence des différences significatives de vitesse

d’augmentation de la progestérone apres 1’ovulation (Figure 29).
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Figure 29 : Vitesse d’augmentation de la concentration en progestérone entre le jour
de l'ovulation et le 4ieme jour apres l'ovulation en fonction des chiennes, calculées par
régression linéaire (les barres d'erreur correspondent aux intervalles de confiance a 95%). Les
lettres indiquent les valeurs statistiquement similaires 2 a 2.
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5. Le lien entre la progestérone, le nombre de follicule,

de feetus et le pourcentage de fécondité

La régression linéaire multiple n’a montré aucun lien statistiquement significatif entre
la variation de la progestérone et le nombre de corps jaune et de feetus (n=10).

De méme, les régressions linéaires entre la variation de la progestérone entre la premicre
et la deuxieme insémination artificielle, le nombre de corps jaune d’une part et la taille de la

portée d’autre part (Tableau 8) n’ont montré aucun lien statistique (n=10).

Tableau 8 : Différence de la concentration de la progestérone entre les deux
inseminations artificielles (IA) en fonction du nombre de follicules ovulatoire/corps jaune et la
taille de la portée

Chienne Différence de | Nombre de follicule | Taille de la portée
concentration de la | ovulatoire/ corps
progestérone entre la | jaune
premiere et la
deuxieme [A

1 15,59 5 4

2 28,66 8 4

3 25,99 8 3

4 38,57 6 6

5 38,54 8 5

6 47,85 10 0

7 20,27 10 7

8 54,81 11 7

9 8,33 6 0

10 20,01 9 6

Nous avons défini 2 groupes de chiennes :

- Les chiennes avec une croissance rapide de la progestérone. Il s’agit des chiennes qui
présentent une pente de la courbe de la progestérone significativement plus grande que
le reste des chiennes a 95% (chienne 2, 3, 6 et 8 ; n=4).
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- Les chiennes avec une croissance lentes de la progestérone. Il s’agit des chiennes qui
présentent une pente de la courbe de la progestérone significativement plus petite que
le reste des chiennes a 95% (chienne 7, 9 et 10 ; n=3)

Les trois autres chiennes de 1’étude n’ont pas été inclus dans ces deux groupes. En effet,
elles présentaient soit une vitesse de croissance de la progestérone statistiquement identique a
la fois au groupe lent et au groupe rapide (chienne 1 et 5) ou n’avaient aucun intervalle de
confiance calculable (chienne 4). Elles n’ont donc pas été inclus dans la comparaison qui suit.
La comparaison du nombre de corps jaune et du nombre de feetus des deux groupes

précédemment définis, n’a montré aucune différence significative (Tableau 9).

Tableau 9 : Moyennes du nombre de corps jaune, feetus a 25 jours et du pourcentage de
fécondité en fonction de la vitesse de croissance de la progestérone entre le jour de ’ovulation
et le 4™ jour. (+/-écart-type) (n=7)

Nombre de corps | Nombre de Feetus a | Pourcentage  de
jaune 25 jours a | fécondité

I’échographie
Chienne avec | 9,25+/-1,5 5,67+/-2,89 63,33+/-23,09

croissance rapide de la
progestérone (n=4)

Chienne avec | 8,33+/-2,08 4,00+/-3,60 42,59+/-39.,41

croissance lente de la

progestérone (n=3)

Le pourcentage de fécondité a été définit comme le nombre de feetus a 25 jours sur le
nombre de follicules ovulatoires. Aucune différence statistiquement significative n’a pu étre
mise en évidence entre les chiennes qui présentent une croissance rapide ou lente de la
progestérone apres 1’ovulation.

La chienne 9 est la seule chienne qui a présenté un diagnostic de gestation négatif a 25
jours, avait une croissance de la progestérone aprés 1’ovulation particuliérement basse par
rapport aux autres chiennes de 1’étude (Figure 29, chienne 9). Il s’agit également de la chienne

qui a présenté un nodule sur la rate, visible a I’échographie.
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D. Discussion

1. Variation de la croissance de la progestérone apres
I’ovulation et ses conséquences sur la gestion de la

mise a la reproduction

Ainsi, notre étude confirme qu’il existe une variation significative de la croissance de
la progestérone apres 1’ovulation selon les chiennes. Cette variation a déja été démontrée par
certains auteurs (Hollinshead et Hanlon 2019; Kutzler et al., 2003), et fortement suspecté par
d’autre (Schreck 2020).

La valeur de la progestérone au moment de I’ovulation reste, quant a elle, constante
d’une chienne a I’autre. De nombreux auteurs 1’on déja démontré et nous avons également pu
I’observé a 1’échographie ovarienne (Fontbonne 2008; Hollinshead et Hanlon 2019). La
progestérone est donc une méthode fiable pour déterminer le moment de 1’ovulation lorsqu’une

chienne est présentée des le début de I’cestrus.

Seulement les variations de la progestérone apres 1'ovulation rendent la détermination
de la fin de la période de fertilité impossible si la chienne est présentée tardivement au cours de
son cestrus.

England a évoquer une valeur de 25ng/ml de progestéronémie, comme valeur de la fin
de période de fertilité chez la chienne au cours de 1’cestrus. Seulement, cette valeur est
controversée (England 2010). En effet, Schreck a montré une fertilit¢ similaires chez des
chiennes inséminées de 10 a 25 ng/ml et de 25 a 50 ng/ml (Schreck 2020). De plus, la valeur
de 25 ng/ml ne correspond pas a la valeurs moyenne de la progestérone 4 jours apres 1’ovulation,
que nous avons déterminer avec notre automate (58,44+/- 10,35 ng/ml), qui correspondrait a la

fin de la période de fertilité théorique.

Ainsi, une chienne amenée tardivement au cours de son cestrus, qui aurait dépassé la
valeur de 10 ng/ml peut étre inséminée avec 1’espoir d’une gestation, sans attendre le prochain
cestrus, tant que le frottis vaginal confirme 1’cestrus par I’absence de polynucléaire neutrophiles

(Schreck 2020; Linde-Forsberg 1991).
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2. Lien entre la progestérone, le nombre de corps jaune

et la fertilité

Nous n’avons pas mis en évidence de lien entre la croissance de la progestérone apres
I’ovulation, le nombre de corps jaune et le nombre de feetus a 25 jours de gestation ni le
pourcentage de fécondation.

Cependant, I’unique chienne de 1’étude qui n’était pas gestante 25 jours apres la saillie,
présentait une croissance de la progestérone significativement plus lente que le reste des
chiennes. Cette chienne présentait également des nodules sur la rate a I’échographie, sans signes
cliniques associées.

Nous pourrions alors penser qu’il existe une baisse de fertilité¢ lorsque la pente de la
progestérone est trop faible. En effet, I’importance de la progestérone dans la maturation et la
fécondation des ovocytes a déja été prouvée (Reynaud et al., 2015). Dans cette étude, il est
montré que le temps de maturation des ovocytes est rallongé lors d’utilisation d’aglépristone,
ainsi que la capacité des spermatozoides a rejoindre les ovocytes dans les voies génitales
femelles et a les féconder. Seulement, cette étude ne permet pas de connaitre quelle
concentration ou quelle vitesse d’augmentation de la progestérone est nécessaire pour ne pas
influer sur la fertilit¢ de la chienne. Cette hypothése permettrait d’expliquer les observations
faites par Hollinshead et Hanlon (Hollinshead et Hanlon 2019). Dans leur étude, Hollinshead
et Hanlon montrent une prolificité significativement plus faible, lors d’insémination en sperme
congelé, chez les chiennes qui présentent une croissance lente de la progestérone. Ils ont
¢galement comparé la prolificité des chiennes avec une croissance rapide et lente de la
progestérone lors d’insémination en sperme frais. Lors de ce deuxiéme type d’insémination,
aucune différence n’a été montrée. Ainsi, nous pourrions penser que la progestérone influe sur
la fertilité, et que la différence est significative uniquement en cas d’utilisation de semence de
moins bonne qualité, comme le sperme congelé.

Ainsi I’association d’une pente plus faible avec un sperme de moins bonne qualité
aboutirait a une chute de la fertilité.

Malheureusement, le nombre insuffisant de chiennes dans 1’étude ne permet pas de
confirmer cette hypothese. De plus la seule chienne sur laquelle nous appuyons notre réflexion
présentait des nodules sur la rate, et nous ne pouvons exclure que la baisse de fertilité ne soit

en lien avec une maladie concomitante.
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3. Nombre de follicules ovulatoires et de corps jaune, et

prédiction de la taille de la portée

Le nombre de follicules et de corps jaunes a été inférieurs, chez la majorité des chiennes
de notre étude (9/10) au nombre de feetus a 25 jours et a la taille de la portée. Le nombre de
follicules et de corps jaunes portés par les ovaires ne peut donc pas prédire la taille de la portée.

En effet, il peut y avoir des non fécondation de certains ovocytes et des résorptions
embryonnaires précoces avant 25 jours. Le pourcentage de résorption embryonnaire précoce
mesuré par échographie par Engand et Russo est 10,6% chez des chiennes Labrador Retriever
(England et Russo 2006). Nous avons trouvé une différence de 37% entre le nombre de
follicules et corps jaune et le nombre de feetus a 25 jours chez les chiennes de notre étude. La
résorption embryonnaire ne semble alors pas expliquer toute cette différence, mais il existe bien
des ovocytes non fécondés.

Certaines chiennes de I’étude ont présenté une portée plus petite que le nombre de feetus
dénombrés a 25 jours. Cette observation peut s’expliquée par la mort de certains ou de tous les

feetus.

4. Limites et perspectives de 1’étude

Les mesures de la progestérone, les échographies ovariennes et les frottis vaginaux n’ont
pas été réalisés avec régularité chez les chiennes. En effet, elles ne sont pas restées sur place au
cours de I’étude et leur venu au service de reproduction était dépendante de 1’emploi du temps
de leur propriétaire. Ainsi, les mesures de la progestérone n’ont pas été réalisées aux mémes
jours apres 1’ovulation chez toutes les chiennes. Une chienne n’a d’ailleurs pu étre présentée
que deux fois aprés I’ovulation. Nous n’avons alors pas pu comparer sa croissance de
progestérone, faute de données suffisantes.

La fertilité en fonction de la progestérone n’a pu étre évaluée dans notre étude. En effet,
le manque de chienne, ne nous a pas permis de conclure. De plus, il aurait été nécessaire de
confirmer la qualité du sperme avant chaque insémination, pour exclure une chute de fertilité
liée au male. Seule les deux femelles Yorkshire Terrier ont recues un sperme dont la qualité a

¢été analysée avant I’insémination. La qualité du sperme était excellente (5/5).
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Il serait alors intéressant de poursuivre I’étude avec un plus grand nombre de chienne
pour étudier leur fertilit¢ en fonction de leur croissance de progestérone et de la qualité du

sperme du male.
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CONCLUSION

Notre thése a permis dans un premier temps de répertorié toutes les techniques de suivi
des chaleurs chez la chienne, qui permettent de déterminer le moment idéal de la saillie ou de
I’insémination artificielle.

Nous nous sommes intéressés dans notre étude a la mesure de la progestérone sanguine.
Cette méthode est fiable pour déterminer le moment de 1’ovulation lorsque les chiennes sont
présentées des le début de leur cestrus. En effet, la valeur de la progestérone au moment de

I’ovulation est stable en fonction des chiennes.

Nous avons montré qu’il existe cependant une grande variabilité¢ de la vitesse de
croissance de la progestérone juste apres 1’ovulation. Ainsi, certaines chiennes atteignent des
valeurs tres élevées de progestérone trés rapidement alors que d’autre n’augmentent que
progressivement. Cette observation conforte 1’idée de Géraldine Schreck. Une chienne
présentée tardivement au cours de son cestrus, qui aurait déja dépassé le seuil de I’ovulation au
niveau de sa progestérone, pourrait tout de méme étre inséminée quel que soit son taux, tant
que ’cestrus est confirmé par un frotti vaginal avec 1’absence de polynucléaires neutrophiles

(PNN).

Nous n’avons pas montré de lien entre ces variations et le nombre de follicules
ovulatoires, de corps jaunes et la prolificité.

Seulement nous suspectons une influence de la vitesse d’augmentation de la
progestérone apres 1’ovulation sur la fécondation. Des résultats plus concluants pourraient étre

obtenues avec un nombre plus important de chienne.
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RESUME

Cette these étudie la cinétique de la croissance de la progestérone apres 1’ovulation. Nous
avons montré qu’il existe cependant une grande variabilité de la vitesse de croissance de la
progestérone juste aprés I’ovulation. Ainsi, certaines chiennes atteignent des valeurs trés
¢levées de progestérone trés rapidement alors que d’autre n’augmentent que
progressivement. Ainsi une chienne présentée tardivement au cours de son cestrus, qui aurait
déja dépassé le seuil de progestérone de 1’ovulation, pourrait tout de méme étre inséminée
quel que soit son taux a condition que 1’cestrus soit confirmé par un frotti vaginal.

Cette étude est associée a 1’échographie ovarienne qui a permis de dénombrer le nombre de
follicules ovulatoires et corps jaunes. Aucun lien entre les variations de la progestérone apres
I’ovulation et le nombre de corps jaune n’a pu €tre mis en évidence.
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