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Introduction

Depuis des centaines d’années, 'Homme voudrait pouvoir choisir le sexe de son enfant
a venir. Que ca soit afin d’équilibrer les sexes d’une fratrie, par choix stratégique (force de
travail des garcons, absence de dot a payer) ou par préférence individuelle. Nous avons tous
entendu ces croyances plus ou moins farfelues concernant le sexe du futur bébé : un garcon
se congoit entre une lune blanche et une pleine lune, I'inverse pour une fille ; la forme du
ventre de la femme enceinte présage du sexe du bébé... Mais la plus connue reste celle
concernant I'alimentation de la mére. Une femme qui a I’habitude de manger sucré ou qui a
envie de sucré pendant sa grossesse aura une fille, alors que celles qui sont attirées par le salé
auront un garcon. Ces différentes croyances continuent d’étre perpétuées de nos jours,

laissant entrevoir le mystere qui entoure encore la fagon dont est déterminé le sexe d’un bébé.

Au-dela des attentes de ’'Homme concernant sa descendance, alors que nous sommes
actuellement dans une situation ol l'agriculture frangaise est chaque année un peu plus
menacée, il est possible d’imaginer 'intérét qu’il y aurait a sélectionner les sexes des petits a
naitre dans le domaine des productions animales. Plus besoin d’attendre la naissance du veau
pour décider de son avenir, possibilité de faire naitre des veaux femelles pour renouveler le
troupeau... La méme attente concerne les animaux de compagnie au sens large : pouvoir

décider du sexe du poulain a naitre, de celui des chiots de son élevage...

Tout cela a longtemps été un réve pour I’'Homme et chaque jour la science permet de
nous rapprocher de sa réalisation. Mais 'Homme met souvent un point d’honneur a ce que
cela reste « naturel ». Bien que souhaitant choisir le sexe de son bébé, I’'Homme est souvent
contre I'idée de le sélectionner aux dépends d’autres embryons pour des raisons d’éthique.
C’est pourquoi influer sur la sélection des spermatozoides avant fécondation en passant par
I'alimentation est une idée qui prend de plus en plus d’essor. Mais pour cela, le régime

alimentaire doit étre commencé bien avant la conception du bébé.

L’élevage canin n’échappe pas a cette volonté de choisir le sexe de la descendance de
la chienne mise a la reproduction, que cela soit pour satisfaire la demande des futurs

propriétaires des chiots, ou pour pouvoir avoir plus de choix dans la portée pour sélectionner
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les futurs reproducteurs. Cette these cherche a servir d’ébauche dans la recherche d’'une
méthode préconceptionnelle dans le but de sélectionner les sexes des chiots a naitre, grace a

la modification de I'alimentation maternelle.
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SOUS-PARTIE 1 : SEXE-RATIO ET FACTEURS L'INFLUENCANT

1) Définition du sexe-ratio

Le sexe-ratio est un indicateur permettant de quantifier le nombre de males par
rapport au nombre de femelles dans une population. Il existe différentes manieres de
I’exprimer : soit il s’agit du nombre de males pour cent femelles, soit il s’agit du nombre de
naissances de males par rapport a I’'ensemble des naissances (males et femelles confondus).
C’est cette derniére définition que nous adopterons dans cette thése : un sexe-ratio de 48%

indiquera que, pour 100 naissances, 48 nouveau-nés sont de sexe masculin.

Le sexe-ratio est souvent considéré comme étant égal a 50%, puisqu’un étre naft soit

male, soit femelle. Nous verrons par la suite que la réalité est tout autre...

Il est possible de distinguer différents sexe-ratios :
- Le sexe-ratio primaire : proportion de males a la conception.
- Le sexe-ratio secondaire : proportion de males a la naissance.

- Le sexe-ratio tertiaire : proportion de males dans une population vieillissante.

a) Sexe-ratio primaire

Le sexe-ratio primaire est la proportion de males a la conception. Sa détermination est
tres difficile puisqu’il n’existe pas de moyen pour I'objectiver. Le sexe des embryons étant
déterminé par 'ADN porté par le spermatozoide fécondant, et en supposant qu’il existe
autant de spermatozoides X que Y (d’aprés les lois de la méiose) dans un éjaculat, il serait
assez intuitif de considérer que ce sexe-ratio théorique soit de 50%. Ce n’est cependant pas le

cas.

i)  « Fragilité du male » et sélection maternelle
Il a été montré que, chez les mammiféres, les embryons males auraient un taux de
survie inférieur in utero comparé a celui des embryons femelles (PARKES, 1926 ; McMILLEN,
1979 ; cités par CLUTTON-BROCK et IASON, 1986). Cette mortalité serait notamment accrue

lors de périodes de privation alimentaire puisque la survie et |la croissance des embryons males
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nécessiteraient davantage de ressources que celles des embryons femelles (CLUTTON-BROCK
et IASON, 1986). Cette mortalité embryonnaire, supérieure chez les embryons males,
impliquerait que le sexe-ratio secondaire soit inférieur au sexe-ratio primaire. Le sexe-ratio
primaire chez I'Homme a été estimé entre 52.4% et 63% dans les années 1950 a 1972
(MCMILLEN, 1979), il serait de 60% chez le porc (PARKES, 1925). Pour aller plus loin, SUNDELL
(1962) est méme allé jusqu’a chiffrer le sexe-ratio de portées d’embryons de trois jours et

demi d’age chez le hamster doré et trouve un sexe-ratio avant nidation de 64,3%.

Ce plus grand besoin énergétique des foetus males comparé a celui des foetus femelles
a été mis en évidence par TAMIMI et al. (2003). Leur étude conclut que, chez la femme, celles
qui attendent un petit garcon ont une consommation alimentaire 10% supérieure d’un point
de vue énergétique par rapport a celles qui attendent une fille, et que donc les foetus males
doivent bien étre plus sensibles a une restriction alimentaire. Les auteurs émettent
I’hypothése que cette consommation accrue pourrait étre due a la sécrétion de testostérone,

tres anabolique, par le foetus male.

Selon TRIVERS et WILLARD (1973), cités par WELLS (2000), la plus grande vulnérabilité
des embryons et foetus males (et méme des nouveau-nés males) a leur environnement serait
un moyen pour la mere de contréler et de modifier le sexe-ratio de sa portée afin de favoriser
la diffusion de ses génes par ses descendants. WELLS (2000) résume cette théorie ainsi : chez
les vertébrés, les femelles se reproduisent quasiment toutes, et les femelles en bonne santé
donnent naissance a des petits forts et en bonne santé. Chez les males, seuls les plus forts se
reproduisent beaucoup, les plus faibles se reproduisent peu, voire pas. Ainsi, une femelle avec
un bon potentiel génétique et en bonne santé maximise ses chances de voir ses descendants
se reproduire et donc de léguer ses génes en donnant naissance a des males, qui naitront forts
grace a leur potentiel génétique. Tandis qu’une femelle en moins bonne condition physique
maximisera ses chances de voir ses génes étre transmis a leur tour par sa descendance en
donnant naissance a des femelles, car méme en n’ayant pas une génétique tres favorable, les
femelles se reproduiront plus facilement comparées aux males. Pour les auteurs, une femelle
aurait alors tout intérét a pouvoir agir sur le sexe-ratio de sa portée, afin de ne pas investir

d’énergie dans une portée qui ne se reproduira pas dans le futur. En considérant qu’un
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potentiel génétique n’est bon ou mauvais que dans un environnement donné, on arrive a ce
diagramme (Figure 1) :

Excés de males a la

conception
I
[ |
Environnement défavorable Environnement favorable
Meére en mauvaise condition Meére en bonne condition
physique physique

Faible mortablité des foetus

Forte mortalité de foetus males .
males

Sexe-ratio a la naissance < 50% Sexe-ratio a la naissance > 50%

Figure 1 : Action du milieu sur le sexe-ratio des portées (d’aprés WELLS, 2000).

Ainsi, selon les auteurs, lorsque I’environnement n’est pas favorable a une femelle, elle
aura intérét a produire surtout des femelles. C’est ainsi que les auteurs expliquent la plus
grande mortalité des embryons et foetus males pendant la gestation lorsque la mére vit dans

un environnement défavorable.

NICHOLS et al. (2014) montrent que malgré un investissement maternel supérieur
pour produire un descendant male chez le dauphin globicéphale, il n’y avait aucune preuve
gue les méres puissent moduler le sexe-ratio de leur descendance en fonction de leur

condition physique, de leur rang social ou des conditions du milieu.

PRAVE (1968) donne d’autres éléments pouvant expliquer ce qu’il appelle “la fragilité
du male” : les sécrétions vaginales des meéres seraient nuisibles a la migration des
spermatozoides Y, I'environnement hormonal de la gestation serait néfaste pour les
embryons/feetus males, il y aurait un gene létal récessif sur le chromosome X, le haut
métabolisme des foetus males les rendrait vulnérables aux conditions défavorables d’un

milieu...
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ii)  Sexe-ratio et composition de |'éjaculat

Pour expliquer le fait que le sexe-ratio primaire soit supérieur au secondaire, certains
ont émis I'hypothése que I'éjaculat contienne davantage de spermatozoides Y que de
spermatozoides X (SHETTLES et VANDE WIELE, 1974), ce qui statistiquement nous donnerait
davantage d’embryons males que d’embryons femelles. Cependant, des études sur le sperme
humain (BARLOW et VOSA, 1970 ; PEARSON et BOBROW, 1970 ; SUMNER et al., 1971) ont
montré qu’un éjaculat était plus riche en spermatozoides X que Y. Cet éloignement des 50%-
50% attendus pourrait cependant s’expliquer par la non-coloration de certains
spermatozoides Y, la coloration étant ce qui permet a la machine de les dénombrer. Ces
études font également état de spermatozoides YY présents a hauteur de moins de 1,5%

(PEARSON ET BOBROW, 1970 ; SUMNER et al., 1971) dans I'éjaculat.

Une autre étude (GRAFFELMAN et al., 1999) trouve un ratio quasi-équilibré entre les
spermatozoides X et Y dans la semence humaine (50,3% de Y) avec pourtant un sexe-ratio de
nouveau-nés vivants de 51,3%. Les auteurs expliquent cette différence par I'intervention de
I’environnement utérin qui influencerait la motilité et la survie des spermatozoides X ou Y, la

survie des embryons males ou femelles, ou une combinaison des deux.

b) Sexe-ratio secondaire et valeurs dans diverses espéeces

Le sexe-ratio secondaire est la proportion de males obtenue a la naissance de la portée.
Bien que toujours proche des 50%, le sexe-ratio secondaire varie entre les différentes especes
animales (Tableau 1), voire méme entre les hommes en fonction des continents et des pays

(Tableau 2).

Espéce Sexe-ratio
Chien 52,4-55,6%
Taureau 51-51,5%
Souris 50,7-51,2%
Homme 50,5-51,2%
Porc 50,5-51%
Cheval 49,5-49,7%
Mouton 49,2%
Poule 46,8-48,7%

Tableau 1 : Sexe-ratio a la naissance en fonction des especes (d’aprés VACHEZ, 1978).
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A I’échelle du monde, le sexe-ratio chez I’'homme a la naissance est de 50,7% en 2016
(d’apres le site internet de la CIA). Bien qu’il existe des différences entre les pays (Tableau 2),

il y a toujours plus de garcons a naitre que de filles.

Monde 50,7%
Chine 53,5%
Inde 52,8%
Tunisie 51,7%
Canada 51,5%
Australie 51,5%
Brésil 51,2%
France 51,2%
Ethiopie 50,7%

Tableau 2 : Sexe-ratio a la naissance chez I’'Homme en fonction des pays, estimations de

2016 (d’apres le site internet de la CIA).

c) Sexe-ratio tertiaire

Le sexe-ratio tertiaire représente la proportion de males dans une population
vieillissante. A I’échelle du monde, le sexe-ratio tertiaire de 'Homme est de 44,6% (d’apreés le
site internet de la CIA). La diminution progressive du sexe-ratio en fonction des tranches d’age
(Tableau 3) peut s’expliquer en partie par le mode de vie parfois plus extréme des hommes

(accidents de la route, sports extrémes...) par rapport a celui des femmes.

Tranche d’age Sexe-ratio
A la naissance 50,7%
0-14 ans 51,7%
15-24 ans 51,7%
25-54 ans 50,5%
55-64 ans 48,7%
65 ans et plus 44,6%
Population totale, tous ages confondus 50,4%

Tableau 3 : Sexe-ratio en fonction des tranches d’age chez I’'Homme, estimations de 2016

(d’apreés le site internet de la CIA).
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En effet, KRAEMER (2000) parle de la tendance plus grande chez les adolescents que
chez les adolescentes a s’adonner a la violence, a la consommation d’alcool et de drogues
illicites. ANDERSON et SMITH (2003) précisent qu’en 2001 aux Etats-Unis, les accidents (tous
genres confondus) sont la troisieme cause de mortalité chez les hommes, alors qu'ils

n’arrivent qu’en septiéme position chez les femmes.

DALY et WILSON (1978), cités par KRUGER et NESSE (2004), expliquent cette prise de
risque supérieure chez le male que chez la femelle par le fait que cette derniére a souvent le
choix de son compagnon. Ainsi, les males doivent s’affronter et c’est celui qui aura pris le plus
de risques, celui qui sera le plus compétitif, qui pourra se reproduire. Ainsi, ce sont ses genes
qui seront transmis aux descendants, favorisant un comportement « a risques » chez les

males, qui vivront globalement moins longtemps que les femelles.

Dans cette thése, nous ne parlerons que du sexe-ratio secondaire, que nous
appellerons « sexe-ratio » par souci de simplicité. Quels seraient les avantages et les
inconvénients de savoir influencer ce sexe-ratio ? C’'est ce que nous proposons de développer

dans le paragraphe suivant.

2) Intéréts et inconvénients a modifier le sexe-ratio

a) Situation actuelle en France et en Europe

Intéressons-nous ici a la situation de 'Homme en France et en Europe.
i)  En France
En France, choisir le sexe de son bébé est formellement interdit, notamment en ce qui
concerne |'avortement sélectif lorsque le sexe du bébé n’est pas celui attendu. Il existe
cependant une exception : le diagnostic préimplantatoire. Il consiste a analyser les génes d’un
embryon issu d’une fécondation in vitro a la recherche d’anomalies chromosomiques ou
génétiques. Cette pratique est légalisée par la loi n°® 94-654 du 29 juillet 1994 et dont les

circonstances de mise en ceuvre sont précisées dans la loi n® 2004-800 du 6 ao(it 2004.

L'article L162-17 de la loi n° 94-654 du 29 juillet 1994 (Annexe 1) autorise le diagnostic

préimplantatoire chez les couples ayant une forte probabilité de donner naissance a un enfant
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porteur d’'une maladie génétique grave. Ainsi, I’ADN des embryons est analysé avant que seuls

les embryons indemnes ne soient implantés dans I'utérus maternel.

L'article L25 de la loi n® 2004-800 du 6 ao(t 2004 rappelle I'interdiction de pratiquer le
clonage humain, méme a des fins thérapeutiques. L’article L2131-4-1 de la loi n° 2004-800 du
6 ao(t 2004 (Annexe 2) rend cependant légal la conception d’'un “enfant-médicament”,
génétiquement sélectionné pour soigner son grand frére ou sa grande sceur, atteint d’une

maladie génétique grave telle que la mucoviscidose, la maladie de Huntington, I’'hémophilie...

Ainsi en France, comme dans n’importe quel pays de I’'Union Européenne, un couple
sain n’est pas légalement autorisé a choisir le sexe de son futur enfant de fagon médicale, que
ce soit par sexage de la semence, par diagnostic préimplantatoire, ou plus radicalement par

avortement sélectif.

ii)  En Europe
Le diagnostic préimplantatoire est interdit dans certains pays, tels que I'Allemagne,

I’Autriche, I'ltalie, la Suisse.

D’autres pays, comme la Belgique, le Danemark, I'Espagne, les Pays-Bas et le Royaume-
Uni, acceptent le diagnostic préimplantatoire, sans qu’il soit mentionné clairement quelles
maladies héréditaires devraient/pourraient étre recherchées lors de ce diagnostic (d’apres le

site internet du Sénat).

b) Quels sont les intéréts a modifier le sexe-ratio ?

i) Chezl'Homme
Des parents peuvent avoir envie de choisir le sexe de leur futur enfant pour différentes
raisons. Il peut tout d’abord s’agir, comme nous venons de I'évoquer, de raisons médicales :
certaines maladies, graves et héréditaires, comme I’"hémophilie ou la maladie de Duchenne
sont liées au chromosome X. Un couple se sachant porteur de la maladie (la mére est
« porteuse de la maladie » s’il s’agit d’'une maladie récessive et que I'alléle concerné est situé

sur un seul de ses chromosomes X) a 25% de probabilité d’avoir un fils malade (50% des
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enfants seront théoriqguement de sexe masculin et 50% des garcons seront atteints de la

maladie) (Figure 2).

Fille saine

Gamétes de la LEGENDE

meére porteuse Chromosome X
de la maladie

a
Chromosome Y
Fille porteuse -
de la maladie Allgle responsable
. de la maladie
Gamétes du Fils sain
pére
Fils MALADE

Figure 2 : Composition de la descendance d’un pére sain avec une mere porteuse d’une

maladie récessive portée par le chromosome X.

Dans ces conditions, il est compréhensible qu’un couple décide de n’avoir que des filles
; ces derniéres seront au mieux saines pour cette maladie, et dans le pire des cas, porteuses

de la maladie, sans étre malades.

Mais des parents peuvent également vouloir choisir le sexe de leur bébé afin
d’équilibrer leur famille. En effet, il n’est pas rare de croiser des familles dont tous les enfants

sont du méme sexe, et les parents esperent que le prochain enfant soit du sexe opposé.

Il existe également, dans certains pays (Inde, Chine, pays du Moyen-Orient...), une
véritable préférence pour les enfants de sexe masculin. Considérés comme étant d’une plus
grande valeur que les filles, les garcons sont recherchés a tout prix et certains parents vont
jusqu’a pratiquer I'avortement sélectif si le foetus est une fille. Cette pratique, qui biaise

ensuite le sexe-ratio, pose surtout de sérieux problemes d’éthiques.
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Cette thése n’a pas pour but de discuter du coté éthique de la sélection du sexe chez
I'Homme et nous ne nous intéresserons d’ailleurs ici qu’aux méthodes de sélection

préconceptionnelle du sexe des embryons.

i)  Chez les animaux
(1) Animaux de production
On peut facilement imaginer I'avantage que représenterait le choix du sexe des futurs
veaux, porcelets, poulets (VACHEZ, 1978)... Cependant, il faudrait que la méthode employée

soit peu onéreuse pour les éleveurs, sinon elle n’a que peu d’intérét.

Chez la vache laitiere par exemple, les éleveurs recherchent en priorité des veaux
femelles, afin de remplacer les meéres. Les veaux males, eux, partent en engraissement. Il serait
donc intéressant pour I'éleveur de pouvoir choisir de faire naitre des veaux femelles de meres
faisant partie des meilleures vaches du troupeau (veaux qui permettront de remplacer le
troupeau actuel en maintenant son potentiel laitier), et de faire naitre des veaux males chez
les vaches moins bonnes laitieéres, veaux qui pourront de surcroit étre le résultat d’un
croisement « vache laitiere x taureau de race bouchére », pour obtenir un meilleur rendement

a la boucherie.

Chez la vache allaitante, I'éleveur pourra choisir entre faire naitre des veaux males, qui
ont une meilleure croissance que les femelles, pour la production de viande, ou bien faire

naitre des veaux femelles a partir de parents sélectionnés pour renouveler le troupeau.

Chez les éleveurs de poules, une sélection du sexe des poussins permettrait de
s’affranchir de I'étape « sexage » qui a lieu dans les élevages et de la destruction des poussins

males, freres des futures poules pondeuses.

En porciculture, il n’y a a priori pas de différence notable de rendement entre les porcs

femelles ou males. L'intérét de produire tel ou tel sexe résiderait donc dans la constitution du

troupeau de renouvellement.
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(2) Animaux de compagnie
Chez les éleveurs canins et félins, on peut facilement imaginer I'intérét de la sélection
du sexe des chiots et des chatons. Nous nous intéresserons ici tout particulierement a la

sélection des chiots, puisque c’est sur ce sujet que porte notre these.

Une étude menée par nos soins, en amont de notre these, aupres de quelques éleveurs
canins nous a révélé les données suivantes :

- Les chiots femelles sont souvent plus recherchés par les futurs propriétaires.

Les chiots femelles se vendent aussi chers, voire souvent plus chers que les chiots

males.

Il ne nous a cependant pas été possible de mener une étude compléte sur le gain
financier que pourrait apporter une augmentation de production de chiots femelles car les
éleveurs sont souvent réticents a nous confier les frais moyens engagés pour faire naitre et

grandir une portée, ainsi que le tarif auquel se vendent leurs chiots.

Cependant, si un éleveur peut diminuer le sexe-ratio de ses portées de chiots, cela lui
permettra :
- de répondre plus facilement a la demande des propriétaires en leur proposant
un plus grand choix de chiots femelles.
- de choisir ses futures reproductrices parmi un plus grand nombre de chiots

femelles.

c¢) Quels sont les inconvénients a modifier le sexe-ratio ?

L'idée de modifier le sexe-ratio a inquiété certains auteurs, les poussant a se demander
comment évoluerait une population ol un des sexes est surreprésenté. lls craignent que la
population finisse par s’éteindre, faute de reproducteurs des deux sexes. DARWIN (1871) a
tenté d’y réfléchir mais a fini par « laisser la solution au futur », ne sachant comment raisonner
de facon sire. FISHER (1930), lui, tente de prédire ce qui arrivera a une population au sexe-
ratio biaisé. Selon lui, le sexe-ratio finira par se réajuster tout seul. HARDY (1997) clarifie la
théorie de FISHER : dans une population ou un sexe est prédominant par rapport a I'autre, les

individus du sexe rare sont plus recherchés et donc plus enclins a se reproduire que les
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individus de I'autre sexe. Les individus qui produisent plus d’enfants du sexe rare ont donc
plus de chance d’avoir des petits-enfants. La tendance a produire le sexe rare devient donc de
plus en plus courante et le sexe-ratio de la population s’équilibre. Bien s{ir, cette théorie n’est

valable que si I’'on suppose que le patrimoine génétique des parents influe sur le sexe-ratio.

Maintenant que nous connaissons les avantages et les inconvénients de moduler les
sexe-ratios dans diverses especes, concentrons-nous sur les facteurs qui pourraient nous

permettre d’intervenir sur ce sexe-ratio.

3) Facteurs maternels influengant le sexe-ratio

De nombreux facteurs sont susceptibles de faire varier le sexe-ratio des portées, et
cela de facon concomitante. Nous nous intéressons davantage a |’action de facteurs maternels
sur le sexe-ratio de ses portées, nous n’évoquerons pas ici les facteurs paternels, ni les
techniques de médecine moderne, comme I'utilisation de semences sexées, susceptibles de
modifier le sexe-ratio. Parmi les facteurs maternels susceptibles de nous intéresser, ceux

présentés ici sont ceux qui nous semblent étre les plus plausibles et/ou les mieux documentés.

a) Age dela meére

En 1969, VERME montre que les meres de I'espece cerf de Virginie (Odocoileus
virginianus) nées dans I'année donnent naissance a davantage de femelles (sexe-ratio moyen
30,0%) que les meéres plus agées (sexe-ratio moyen 66,7%), lorsque la portée est composée
d’un unique petit. Ce résultat n’est pas retrouvé chez des portées de jumeaux, mais 'est chez
des portées de triplés. Mais en 1983, VERME trouve le rapport inverse : diminution du sexe-
ratio avec I'age de la mére chez I'espece cerf hémione (Odocoileus hemionus) et la taille de la
portée. Il semble donc qu’on ne puisse a priori pas tirer de conclusion des diverses expériences

de VERME.

En 1995, WAUTERS et al. trouvent également que les meres chevreuil (Capreolus
capreolus) multipares produisent une plus grand proportion de faons males que les méres
primipares (55% des faons nés d’une mere multipares sont des males contre 32% chez les

meres primipares).
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Une zone d’'ombre demeure cependant : dans ces expériences, une femelle plus dgée
est toujours multipare. Ainsi est-ce I'age de la mére qui influe vraiment ou la parité de la

portée ? HUCK et al. (1988) apportent une réponse a cette interrogation (Figure 3).

L3

Sex ratio (% males)

1 0z 3 4 s g 7 & 3 1w w2
{55) [(100) 1501 (195] |240) (285 {325] {3ES5] 14101 (45R) (500) 1545

Figure 3 : Sexe-ratio des portées de femelles hamster dorées accouplées successivement ou
ponctuellement. (HUCK et al., 1988).

L’axe des abscisses représente le numéro de portées et entre parentheses I’age en jours des

femelles lorsqu’elles sont accouplées pour la premiére fois. Les barres noires représentent le

sexe-ratio des portées chez les femelles accouplées de facon répétée, les barres blanches

représentent celui chez les femelles accouplées une seule fois. Les * indiquent une différence

statistiqguement significative entre les barres blanches et noires.

Les auteurs montrent que, chez des femelles hamster doré accouplées et gestantes
jusqu’a douze cycles d’affilée, le sexe-ratio augmente bien entre la premiére et la deuxieme
portée, et se maintient jusqu’a la 3™ portée puis chute au-deld de la 3™ portée. La
diminution du sexe-ratio, parallelement a celle de la taille de la portée, suggére une mortalité
des embryons/foetus males in utero. lls montrent également que plus une femelle est
accouplée a un age avancé (plus de 325 jours d’age) pour la premiére fois, plus le sexe-ratio
de sa portée diminue. Mais a age égal, une femelle accouplée pour la premiére fois produira
plus de males qu’une femelle multipare. Pour les auteurs, les résultats de leur étude montrent

gu’une augmentation de la parité de la portée exacerbe les effets néfastes liés a I’'age de la

-42 -



mere. Ainsi dans la énieme portée d’une femelle, on retrouvera les mémes résultats (sexe
ratio, taille de la portée...) que dans une portée d’une femelle plus 4gée mais primipare. Ainsi
chez ces auteurs, les conséquences de I'dge de la mere et de la parité sont les mémes, bien
que plus extrémes en ce qui concerne la parité. A noter que les auteurs trouvent, eux, une

diminution du sexe-ratio avec I'dge et la parité de la mére.

Finalement, il n’est pas possible a I’heure actuelle de conclure sur la relation entre I'dge

de la mere et le sexe-ratio de ses portées.

b) pH vaginal

i) Résultats de diverses expériences
Il semblerait qu’UNTERBERGER, cité par VACHEZ en 1978, soit le premier, en 1930, a
relier le pH vaginal de la méere au moment de la conception au sexe-ratio de sa portée, un pH
alcalin favorisant la naissance de males, et un pH acide favorisant la naissance de femelles.
C'est de cette observation que nait probablement la croyance populaire qu’une douche
vaginale au vinaigre blanc quinze minutes avant le rapport permet de concevoir une fille, et
une douche au bicarbonate de soude permet de concevoir un garcon (SHETTLES et VANDE

WIEELE, 1974).

DIASIO et GLASS (1971), cités par ROHDE et al. (1973) et ROUX (1983), ne réussirent
pas non plus a mettre en évidence une action directe du pH sur la migration des

spermatozoides.

Selon ROHDE et al. (1973), les spermatozoides Y sont plus mobiles et rapides que les
spermatozoides X dans le mucus vaginal autour de I'ovulation. D’apres SHETTLES (1960, 1970),
les spermatozoides Y ont une plus petite téte, de forme ronde, que les spermatozoides X, qui
ont une téte ovale. Selon lui, les spermatozoides Y seraient plus « rapides » alors que les X
auraient une « longévité » supérieure. Ainsi, SHETTLES (1970) remarque qu’au moment de
I’ovulation, le mucus cervical est alcalin, la viscosité est faible et donc que c’est un moment
favorable pour la traversée de ce mucus par les spermatozoides, contrairement aux restes du
cycle cestral ou le mucus est plus acide, ou seuls les spermatozoides les plus « endurants »

pourront le traverser. Ainsi au moment de |'ovulation, ce sont les spermatozoides Y, rapides

-43 -



et légers, qui arriveront en premier aux ovocytes ; alors que ce sont majoritairement les
spermatozoides X, plus résistants, qui pourront féconder les ovocytes en dehors de la courte
période centrée sur l'ovulation. Ainsi, les males seraient concus lorsque les conditions de
fécondation seraient favorables, contrairement aux femelles. Cette théorie est soutenue par

BECK et al. (1976).

C’est sur cela que SHETTLES (1970) basent ses recommandations : la fécondation doit
avoir lieu :
- proche de I'ovulation associée a une douche vaginale au bicarbonate de soude
pour avoir un gargcon
- loin de I'ovulation associée a une douche vaginale au vinaigre pour avoir une

fille.

En 1972, WAKIM démontre que le pH vaginal joue sur le sexe-ratio chez le lapin blanc
de Nouvelle-Zélande. Le pH vaginal normal des lapines est compris entre 6,34 et 8,3. Certaines
lapines recoivent des douches vaginales alcalines afin d’augmenter leur pH vaginal, mais
WAKIM se rend compte que cette douche compromet la survie des spermatozoides.
Quarante-neuf lapines ont été inséminées, donnant naissance a 184 lapereaux. Les sexe-ratios
des portées en fonction du pH vaginal au moment de la fécondation sont rassemblés dans le

tableau ci-dessous (Tableau 4). WAKIM confirme ainsi les résultats de SHETTLES (1970).

pH vaginal Sexe-ratio
6,55-7,34 39,8%
7,35-7,54 53,1%

> 7,55 74,6%

Tableau 4 : Sexe-ratio des portées nées suite a des fécondations a différents pH vaginaux

(d’apres WAKIM, 1972).

PRATT (1987) étudie le lien entre le pH vaginal d’hamsters dorés et le sexe-ratio de
leurs portées. L'auteur rapporte d’'une étude précédente non publiée que le pH vaginal
diminue le jour de réceptivité de la femelle (cycle cestral de 4 jours). En 1987, I'accouplement
des hamsters est fait a différentes périodes en fonction du groupe (quatre groupes au total,

correspondant a quatre moments d’accouplement différents, voir Tableau 5). Le pH vaginal
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est mesuré juste avant accouplement. De cette étude ressort qu’il existerait une corrélation

entre le pH vaginal avant accouplement et le sexe-ratio de la portée (Tableau 5).

Heure au Nombre total pH vaginal Taillede la Sexe-ratio
moment de la de femelles avant saillie portée (moyenne +/-
saillie (moyenne +/- (moyenne +/- écart-type)
écart-type) écart-type)

15h00 36 6.90 +/- 0.02 12.3+/-0.5 51.4 +/-2.4
(procestrus)

20h00 41 6.83 +/- 0.02 12.2 +/- 0.6 55.2+/-2.4
(procestrus)

01h00 (cestrus) 24 6.84 +/- 0.02 11.7 +/-0.5 55.3+/-5.1

06h00 (cestrus) 46 6.75 +/- 0.02 9.4+/-0.4 60.0 +/- 2.5

Tableau 5 : Sexe-ratio des portées de hamsters en fonction du pH avant la saillie (d’apres

PRATT, 1987).

On voit ici qu’il existerait une corrélation négative significative (contrairement a ce que
trouvent WAKIM, 1970, et SHETTLES, 1972) entre le pH vaginal et le sexe-ratio des portées
aux deux horaires les plus extrémes (p-value < 0,03 a 15h00, et p-value < 0.01 a 06h00). Il ne
semble pas exister de corrélation aux horaires intermédiaires, les auteurs expliquent cela par
le fait que le pH vaginal n’est pas le seul facteur influencant le sexe-ratio et que d’autres
facteurs doivent étre pris en compte a ces moments-la. Mais cette corrélation que PRATT met
en évidence ne serait-elle pas plut6t liée a la date du rapport sexuel par rapport a I'ovulation
? Difficile ici de déterminer si c’est uniqguement le pH vaginal qui modifie le sexe-ratio ou si la
date du rapport sexuel par rapport a I'ovulation n’influe pas sur d’autres parameétres qui eux-
mémes influent sur le sexe-ratio, ou bien les deux. Par ailleurs, I'auteur n’indique pas la date

de I'ovulation dans son étude.

En résumé, on peut dire que la encore aucun consensus ne se dégage de ces

expériences et en fonction des auteurs, les conclusions varient du tout au tout.

ii) Moyens de mesurer le pH vaginal
Il existe dans la littérature diverses méthodes pour parvenir a mesurer le pH vaginal. En

1989, HEINZE et al. comparent deux moyens de mesurer le pH vaginal in vitro (c’est-a-dire en
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mesurant des sécrétions vaginales fraichement prélevées) : soit une bandelette qui vire de
couleur en fonction du pH ou soit a une sonde-électrode (type 406 M 3, Ingold Co., Steinbach,
FRG). Les auteurs recommandent d’associer les deux méthodes afin de déterminer
précisément le pH vaginal. La méthode de la bandelette n’est cependant possible qu’en

dehors des pertes sanguinolentes, sinon la lecture de la couleur est impossible.

D’autres auteurs, comme RIEDEWALD et al. (1990), mesurent le pH vaginal et cervical
chez des patientes enceintes pendant des grossesses normales ou se terminant par un
accouchement prématuré. Pour cela, ils mesurent le pH avec une sonde (Ingold Typ 405 KN
S7) placée directement dans le vagin des patientes et mesurent le pH a 5 points différents du
vagin. A chaque position, le pH est mesuré 3 fois. De leur étude se dégage que la mesure du
pH vaginal permet de détecter des anomalies (infections) lors des grossesses entrainant un

accouchement prématuré.

Dans une autre étude, le pH vaginal est mesuré grace a une capsule télémétrique

mesurant le pH et le transmettant a une radio-receveuse (FOX et al., 1973).

Il existe donc plusieurs fagons de mesurer le pH vaginal des mammiféres mais il n’existe

pas a I’heure actuelle de méthode de référence.

c) Date du rapport sexuel ou de I'insémination par rapport a I'ovulation

Cet aspect a déja commencé a étre évoqué dans le paragraphe précédent puisque le

pH vaginal semble changer en fonction du moment du cycle, notamment lors de I'ovulation.

Dés 1966, KLEEGMAN publie ce qu’il a observé depuis 35 ans chez des femmes
inséminées artificiellement :
- plus de bébés de sexe masculin naissent lorsque I'insémination est faite le plus
proche possible de I'ovulation.
- plus de bébés filles naissent quand I'insémination a lieu 48 heures ou plus avant
I’ovulation.
- ces résultats restent valables lorsque la fécondation se fait suite a un rapport

sexuel et non une insémination artificielle.
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En 1970, BENENDO tire les mémes conclusions, toujours chez la femme (Tableau 6):

Groupe A | GroupeB | GroupeC | GroupeD Groupe E
Acte sexuel | 3-5javant 2javant | ljavantet | Tousles Apres une longue
ovulation | ovulation 2j apres jours séparation des
pendant la partenaires et acte
période sexuel en dehors de la
fertile période fertile
Résultats 133 filles- | 9filles-9 | 20filles- | 1 fille-13 2 filles - 13 garcons
33 gargons gargons 131 gargons
gargons
Sexe-ratio 19,9% 50% 86,8% 92,9% 86,7%

Tableau 6 : Sexe-ratio chez le femme en fonction de la date de I'acte sexuel (d’apres

BENENDO, 1970).

Ainsi selon BENENDO, un couple a plus de chances de concevoir un garcon si le rapport
sexuel a lieu proche de I'ovulation, ce qui est en accord avec ce que NOORLANDER et al. (2010)
montrent : un couple a plus de chance de concevoir une fille si le rapport sexuel a lieu 3 a 4

jours avant I'ovulation.

HARLAP (1979), quant a lui, trouve des résultats inverses chez la femme : des femmes
qui congoivent un bébé au moment de I'ovulation concevront théoriquement plus de filles
gue des femmes qui congoivent quelques jours avant ou apres I'ovulation. Pour GUERRERO
(1975), ces phénomeénes seraient dus a des variations du pH vaginal et cervical, des
modifications du mucus cervical qui ont lieu autour de l'ovulation, ce qui aurait des
conséquences sur la mobilité des spermatozoides. Pour HARLAP (1979), ils pourraient étre dus
a une mortalité possible de la cellule-ceuf résultant de la fécondation d’un ovocyte « mature »
(saillie tardive par rapport a I’ovulation) ou d’un spermatozoide « mature » (saillie précoce par

rapport a I'ovulation), mortalité différente en fonction du sexe du conceptus.
En 1981, VERME et al. travaillent en fonction du temps écoulé depuis le début de

I’cestrus. Il remarque que chez les cerfs de Virginie (Odocoileus virginianus), la différence entre

les sexe-ratios des deux groupes extrémes est significative (Tableau 7) :
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Saillie ... heures apreés début 13-24 25-36 37-48 49-96 Total
de I'cestrus
Nombre de meéres 15 15 21 16 67
Faons/Mére 1,87 2,07 1,90 1,69
Faons males 4 12 25 21 62
Faons femelles 24 19 15 5 63
Sexe-ratio 14,3 38,7 62,5 80,8

Tableau 7 : Sexe-ratio des portées de faons en fonction du moment de la saillie (d’apres

VERME, 1981).

Cette corrélation « moment de la fécondation/sexe-ratio » correspondrait a une
adaptation au milieu : une femelle est saillie tard s’il y a un sous-effectif de males ; en donnant
naissance a plus de males, elle permet de rétablir le nombre de males reproducteurs a la
saison de reproduction prochaine. |l n’est pas possible ici de conclure sur le rapport entre le
moment de la saille et I'ovulation car les auteurs ne précisent pas quand I'ovulation a lieu dans

le cycle des cerfs de Virginie par rapport a I’cestrus.

Le fait que la taille de la portée diminue lors d’accouplement tardif peut étre expliqué
par le fait qu’il faut le temps que les spermatozoides remontent I'utérus, se capacitent, ce qui
prend trois heures d’aprées YANAGIMACHI (1969), et arrivent a I'ovocyte, et qu’il est possible

gu’a ce moment I'ovocyte soit trop « vieux » pour étre fécondé ou pour donner un ceuf viable.

D’autres auteurs, comme WILCOX et al. (1995), n’ont pas trouvé de relation entre le

moment de I'acte sexuel par rapport a I'ovulation et le sexe de I'enfant.

Ainsi, de nombreuses études ont été menées sur ce sujet, aucun consensus ne s’en

dégage.

d) Stress environnemental

On constate souvent que le sexe-ratio diminue apres :
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- un désastre naturel : FUKUDA et al. (1998) montrent une diminution du sexe-
ratio dans la population, neuf mois apres le tremblement de terre de Kobe

- un événement majeur de pollution (MOCARELLI et al., 1996)

- une crise économique (CATALANO, 2003).

Certaines études, comme celle de BRUCKNER et al. (2010) qui analyse le sexe-ratio de
septembre 2001 aux Etats-Unis aprés I'événement terroriste du 11 septembre 2001, montrent
gu’il s’agit bien d’'une mort accrue des feetus males pendant la grossesse plutét qu’une
diminution du nombre d’embryons masculins congus. Ainsi les foetus masculins seraient plus

sensibles au stress ressenti par leur mere.

Pour aller plus loin dans cette affirmation, CHASON et al. (2012) montrent que des
femmes donnant naissance a des filles ont une concentration salivaire élevée en cortisol (p-
value = 0,0269) et basse en a-amylase (p-value = 0,029), mais seules les différences de

concentration en a-amylase sont significatives.

De méme, CLUTTON-BROCK et IASON (1986) rapportent que des souris stressées
donnent naissance a moins de males que des souris non soumises a un stress

environnemental.

PRATT et LISK (1989) montrent également que des femelles hamsters qui subissent un
stress social (hiérarchie) produisent moins de males que les femelles hamsters non stressées
ou des hamsters dominantes, et que leurs portées ont une taille réduite a cause d'une
résorption utérine ou un avortement spontané des embryons males. Par ailleurs, les males

gu’elles produisent sont plus petits.

Le stress engendré par la privation de nourriture sera abordé dans le paragraphe

suivant.

Ainsi, un stress environnemental semble impacter davantage la survie des embryons

et foetus males que celle des femelles.
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e) Alimentation de la mére

La théorie de TRIVERS et WILLARD (1973) parle des méres en « bonne condition
physique » ou non. Certains auteurs se sont donc penchés sur l'influence du régime

alimentaire de la mére sur le sexe-ratio de sa portée.

i) Restriction alimentaire
En 1969, VERME montre que des biches multipares donnent naissance a plus de males
si elles ont des rations alimentaires restreintes et plus de femelles lorsqu’elles sont
correctement nourries. L'inverse a été montré chez des jeunes biches primipares ; mais
I’auteur n’en tire aucune conclusion du fait du faible nombre d’animaux concernés par son
expérience. En 1983, VERME montre que des biches sous-nourries produisent plus de males

gue des biches bien nourries au moment de I'cestrus.

SACHDEVA et al. (1973) trouvent des résultats similaires chez la chévre domestique :
le sexe-ratio est augmenté chez les portées dont les méres ont manqué de nourriture, et vice-

versa.

A l'inverse, en 1974, RIVERS et CRAWFORD montrent que des souris nourries avec un
aliment pauvre en graisse mettent au monde des portées numériquement réduites, avec une
réduction quasi-compléte du nombre de males, et un nombre de femelles inchangé. lls
trouvent donc un sexe-ratio tres bas (24.4%) chez ces femelles nourries avec un aliment
pauvre en graisse, alors qu’il est de 50,5% chez le groupe-témoin. LABOV et al. (1986) eux
montrent qu’une restriction alimentaire pendant la gestation fait passer le sexe-ratio moyen

des portées de 49,6% a 40,7%.

MEIKLE et al. montrent en 1986 que des souris femelles nourries un jour sur deux (ad
libitum le jour ou elles sont nourries), pendant une semaine (puis accouplement a la fin de la
semaine), donnent naissance a une moindre proportion de males que des souris nourries tous
les jours (groupe témoin). Cependant si I'alimentation un jour sur deux est poursuivie une
autre semaine, soit deux semaines en tout avec accouplement a la fin de ces deux semaines,
les souris donnent naissance a la méme proportion males/femelles que le groupe témoin. Les

auteurs expliguent cela par I'adaptation au bout d’une semaine des souris a I'alimentation
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tous les deux jours. Cependant, cette expérience ne permet pas de savoir si c’est le manque
alimentaire qui modifie le sexe-ratio des portées ou le stress que cela engendre pour les

meres.

En 1989, MITRA et CHOWDHURY parviennent a des conclusions similaires : des souris
femelles qui subissent une période de restriction alimentaire produiront une descendance

majoritairement femelle.

WILLIAMS et GLOSTER montrent, en 1992, que plus de garcons naissent dans un pays
ou la nourriture est abondante, comparé aux pays ou la nourriture se fait rare ou qui subissent
une diminution brutale de la disponibilité des aliments, qui eux voient naitre plus de petites
filles. De méme pour WAUTERS et al. (1995) qui montrent que les méres chevreuil dont la

masse corporelle est élevée produisent plus de males que les méres plus légéres.

Ainsi, aucun consensus n’a été clairement exprimé mais il semble que les expériences
les plus récentes montrent toute qu’une privation alimentaire entrainerait une baisse du sexe-

ratio des progénitures.

ii) Composition du régime alimentaire

L’équipe de ROSENFELD et al. (2003) nourrit deux groupes de souris ad libitum, avec
des régimes différents mais équivalents d’un point de vue énergétique. lls prouvent qu’une
meére mature (ayant plus de vingt semaines d’age), nourrie avant et apres fécondation avec
un régime riche en acides gras insaturés, donne naissance a plus de souriceaux males. Au
contraire, une meére nourrie ad libitum avant et aprés fécondation avec un régime pauvre en
acides gras insaturés mais riche en glucides, donne naissance a plus de souriceaux femelles.
Cette expérience montre que c’est la source de calories qui influe, dans un régime équilibré,
sur le sexe-ratio de la portée, et que ce ne serait pas un déficit alimentaire qui diminuerait le
sexe-ratio des portées puisque le régime riche en glucides était parfaitement équilibré et

donné ad libitum.

Une autre équipe (ALEXENKO et al., 2007) nourrit deux groupes de souris avec le méme

régime riche en acides gras insaturés (VHF : Very High saturated Fat), mais I'un des groupes
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est nourri a volonté (VHF) alors que I'autre est restreint (VHF-R), ainsi qu’un groupe-témoin
de souris. Le groupe VHF produit des portées dont le sexe-ratio est de 60% en moyenne, alors
qgue le groupe VHF-R produit des portées dont le sexe-ratio est de 43%. Le groupe témoin,
nourri avec un aliment qui apporte une quantité d’acides gras insaturés intermédiaire aux
deux régimes, produit des portées dont le sexe-ratio est de 48%. Cette expérience montre que
c’est I'exces de calories qui permet a la mere de produire plus de fils. Des souris males nourries
avec des régimes similaires n’ont pas montré un pourcentage plus élevé de spermatozoides Y
dans leur semence que le groupe male témoin, et n’ont pas produit des portées au sexe-ratio
biaisé. Ce qui nous fait dire que I'effet alimentaire ne se manifeste exclusivement que chez la

souris femelle.

En 2016, GHARAGOZLOU et al. montrent également qu’une supplémentation en huile
de foie de morue chez la chienne, pendant plus d’'un mois avant fécondation, augmente la

proportion de chiots males nés.

CAMERON et al. prouvent, en 2008, qu’une augmentation de la glycémie au moment

de la conception est associée a une production accrue de males.

Ainsi, un régime alimentaire riche en acides gras insaturés et/ou ad libitum permettrait
d’augmenter le sexe-ratio dans les portées. Un régime riche en acides gras serait corrélé a un
pH vaginal plus acide ainsi qu’a un taux d’cestradiol circulant significativement supérieur par
rapport aux témoins (WHYTE, 2006). BECK et al. (1976) montrent que la mobilité des
spermatozoides est accrue lorsqu’ils entrent en contact avec des cestrogénes, notamment les
Y, naturellement plus rapides (SHETTLES, 1960), ce qui expliquerait 'augmentation du sexe-

ratio lorsque la mére mange un aliment riche en acides gras.

iii) Apport en minéraux
De nombreuses expériences chez les rongeurs, la vache, et 'Homme montrent qu’il y
a une influence de I'alimentation maternelle sur le sexe-ratio des descendants. Cette partie

étant le pilier de cette these, elle sera développée en détails dans la Sous-Partie 3.
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Ainsi, comme nous le montrent de nombreuses expériences, il existe bel et bien une

relation entre I'alimentation de la mere et le sexe-ratio de sa portée.

f) Relation entre la testostérone maternelle et le sexe-ratio des portées

Plusieurs équipes ont travaillé sur la relation entre le taux de testostérone maternelle
et le sexe-ratio des portées. SHARGAL et al. (2008) montrent que les femelles bouquetins
nubiens dominantes rejettent plus de testostérone dans leurs selles, et produisent plus de
descendants males que les femelles dominées. HELLE et al. (2008) montrent que les femelles
campagnol des champs qui ont une glycémie et une testostéronémie plus élevées quelques
jours avant la conception produisent significativement plus de descendants males que

femelles.

Deux autres équipes (GRANT et IRWIN, 2005, GRANT et al., 2008) ont mené des travaux
similaires en s’intéressant au taux de testostérone dans le liquide folliculaire de vaches.
D’apres elles, il y aurait une corrélation entre le taux de testostérone dans le liquide
folliculaire, avant conception, et le sexe-ratio des portées de mammiféres. Un taux élevé de
testostérone serait corrélé avec des portées majoritairement males. Les auteurs évoquent la
possibilité que I'ovocyte soit en fait expulsé de l'ovaire déja adapté a recevoir un
spermatozoide X ou Y. La testostérone aurait alors une influence sur I'ovocyte avant son
expulsion, de telle sorte qu’une fois expulsé, ce dernier ne puisse étre fécondé que par un
spermatozoide Y. lls émettent I’"hypothése que la période critique pourrait se trouver au
moment de la formation de la zone pellucide, dont la composition pourrait étre influencée par

le taux de testostérone folliculaire.

Le taux de testostérone folliculaire étant variable avec la maturité du follicule, GRANT
et al. (2008) ont vérifié que les résultats trouvés n’étaient pas juste dépendants du niveau de
développement folliculaire. Pour cela, ils ont étudié les rapports cestrogene/testostérone du
liquide folliculaire, ce rapport reflétant le développement du follicule. En comparant des
follicules au méme stade de développement, ils ont confirmé leurs résultats, a savoir qu’un
taux de testostérone folliculaire élevé donnait un ovule préférentiellement fécondé par un

spermatozoide Y.
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Le lien avec la théorie de TRIVERS et WILLARD (1973) serait qu’une testostéronémie
maternelle élevée est souvent retrouvée chez les femelles dominantes. Ces femelles
donneraient naissance a une progéniture présentant elle aussi une testostéronémie élevée,
donc a des males dominants qui se reproduiront a I’age adulte. Ce qui n’est pas en faveur de
cette théorie est qu’en situation de stress, la testostéronémie des femelles augmente
également (CHRISTIANSEN, 1998) ; ces femelles donneraient théoriquement naissances a plus
de males, modulant ainsi la théorie de TRIVERS et WILLARD (1973). Ainsi la théorie de TRIVERS
et WILLARD ne serait valable que dans les situations ou I'animal est bien dans son

environnement.

4) Résumé

Le sexe-ratio est une notion qui permet de quantifier la proportion d’étres masculins
dans une population donnée. Alors qu’on s’attendrait a ce qu’il soit de 50%, on se rend compte
gu’il varie en fonction des espéces, des pays, d'une population donnée, et est dépendant de
nombreux autres facteurs qui s’entrecroisent comme, entre-autres, I'dge de la mere, le pH
vaginal au moment de la conception, I'’environnement, et czetera, et de fagon plus claire par
I'alimentation maternelle. Maitriser ces facteurs, c’est augmenter ses chances de faire naitre
un descendant du sexe voulu, ou bien de faire naitre un maximum d’individus du sexe

recherché dans une portée.

De nombreuses études mettent en avant un lien entre I'alimentation et le sexe-ratio
des portées chez le rongeur, la vache, et 'Homme, mais aucune ne s’intéresse au chien, alors
gu’il y aurait un véritable débouché pour une telle découverte. Parmi les pistes a suivre, il nous
semble intéressant de suivre celle de I'influence des minéraux sur le sexe-ratio des portées
car il peut étre simple d’enrichir ou d’appauvrir une ration alimentaire en certains minéraux.

C’est ce a quoi nous allons nous intéresser dans la sous-partie suivante.
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SOUS-PARTIE 2 : ALIMENTATION MINERALE DE LA MERE ET SEXE-RATIO DE SA PORTEE

1) Premiers pas

Les premiers travaux sur le déterminisme ionique dans la formation du sexe dateraient
de 1935-1936 avec HERBST (cités par ROUX, 1983) qui parvient a faire varier le sexe-ratio de
colonies de larves du ver marin Bonellia viridis en modifiant la concentration en ions potassium
dans I’eau de mer des bassins dans lesquels vivent les larves. Dans une seconde expérience, il
remarque également qu’il obtient plus de femelles en augmentant la concentration en ions

magnésium dans |'eau, et qu’au contraire, il obtient plus de males en la diminuant.

D’autres auteurs, comme HARTMANN et LEWINSKI (1938) ou TZONIS (1938), cités par
ROUX (1983), parvinrent a des résultats similaires en travaillant sur Ophryotroca puerilis et

Dinophilus apatris.

K+

En 1958, STOLKOWSKI et BELLEC (1960) montrent qu’une variation du rapport Cart

dans le milieu ou sont élevés des tétards de Discoglossus pictus (OTTH) 48h aprés fécondation

entraine une variation dans le sexe-ratio du lot de tétards (Tableau 8).

+ .
Rapport CIZZ+ Sexe-ratio
Solution hyperpotassique M > 048 Jusqu’a 68 % de males
Cca2t ’
Solution équilibrée C’;; = 0,48 50 %
Solution hypercalcique K* Jusqu’a 67 % de femelles
yp q 0,12<-—><0,48 q 0
0,03< LS 0,13 Jusqu’a 69 % de males
Ca2+

K+
Ca2t

Tableau 8 : Sexe-ratio des populations de tétards en fonction du rapport présent dans

leur milieu de vie (d’apres STOLKOWSKI et BELLEC, 1960, cités par DAUDIN, 1982).

Ainsi une augmentation du rapport (milieu hyperpotassique) augmente la

Ca2t

proportion de males, une diminution de ce rapport (milieu hypercalcique) favorise les

+
femelles. La zone de valeur du rapport 0,03 < K < 0,13 est expliquée par I'auteur par le fait

Ca2t
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que la concentration en potassium des cellules passe par un maximum pour certaines valeurs

K+
ca2t’

du rapport

A noter que les auteurs travaillent bien ici sur un rapport entre deux ions et non sur
des concentrations propres de chaque élément. Par ailleurs, les résultats obtenus ne sont pas
dus a la mortalité préférentielle d’un sexe ou de I'autre dans un milieu donné mais bien a la
formation préférentielle d’un sexe dans un milieu donné, puisque les auteurs indiquent une

mortalité aux alentours de 5-6% quel que soit le milieu de vie imposé.

2) Expériences chez les mammiféres

Voici les principales expériences réalisées chez les mammiféres concernant la
modification du sexe-ratio des portées via I'alimentation minérale de la meére. Les hypotheses
avancées par les auteurs permettant d’expliquer cette influence des ions sur le sexe-ratio

seront développées dans le paragraphe suivant.

a) Chezles rongeurs

En 2003, CELIK et al. montrent chez la souris qu’un régime alimentaire riche en
potassium favorise la naissance de portées majoritairement males (sexe-ratio de 51,5%), alors

gu’un régime en calcium favorisent la naissance de femelles (sexe-ratio de 26,1%).

En 2007, ROCHE et LEE montrent, chez la souris, qu’avec une alimentation enrichie ou
appauvrie en certains ions (Tableau 9), on parvient a faire varier le pH sanguin systémique.
L'aliment de base (régime a base de blé, mais et soja, mélangé a un mix de compléments
minéraux nommé F8505 AIN-76A ; Bio-Serv, French Town, NJ, USA) est mélangé a 32 grammes
par kilogramme de matiére seche de NaHCOs et a 14 grammes par kilogramme de matiere
séche de CaCOs pour que les deux régimes soient isocalcémiques pour le régime 1, et a 21
grammes par kilogramme de matiere seche de CaCl, pour le régime 2. Mais ces variations du
pH sanguin n‘ont pas abouti a des sexe-ratios significativement différents (Tableau 10). Les
auteurs notent cependant que la variation de pH sanguin des souris n’a en rien affecté leur

fécondité, ni leur prolificité.
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g/100g de matiére séche K Na cCl S Mg Ca P

Régime 1 0,40 1,00 0,1 0,24 0,06 0,99 0,52
Régime 2 0,46 0,16 1,4 0,24 0,06 1,23 0,60
Tableau 9 : Composition des deux différents régimes testés chez la souris (d’apres ROCHE et
LEE, 2007).

Témoin Régime 1 Régime 2
pH sanguin 7,40 7,43 7,38
Sexe-ratio 49,7% 49,0% 51,3%

Tableau 10 : pH sanguin et sexe-ratio obtenus en fonction des régimes maternels (d’aprés

ROCHE et LEE, 2007).

En 2007, VAHIDI et SHEIKHHA montrent qu’en fonction de la composition minérale de
I'alimentation de rattes Wistar, ces derniéres ont des portées au sexe-ratio biaisé. Les rations
alimentaires sont enrichies au moyen d’'une complémentation de I’'eau de boisson, a 1% de
sodium et de potassium ou 1% de calcium et magnésium. Le groupe dont la ration est enrichie
en calcium (Ca) et magnésium (Mg) donne naissance a une majorité de femelles,
contrairement au groupe dont la ration est enrichie en sodium (Na) et potassium (K) (Tableau
11). Si les différences ne sont pas significatives avec le groupe témoin qui recevait une
alimentation non enrichie, elle I’est entre les groupes CaMg et NaK (p-value = 0,007 < 0,05)
(Tableau 12). Les auteurs concluent donc que chez le rat, en fonction de la quantité d’ions
présents dans une ration alimentaire 15 jours avant fécondation, on peut agir sur le sexe-ratio

des portées a venir.

Régime Nbre de rattes gestantes Nombre total | Sexe-ratio
Nbre de rattes mises a la reproduction de petits
NaK 23 164 55,5%
24
CaMig 24 163 40,5%
24
Témoin 24 147 49%
24

Tableau 11 : Sexe-ratio des portées de rats en fonction du régime alimentaire de la mére

(d’aprés VAHIDI, 2007).
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Comparaison p-value
NaK/témoin 0,25 Non significatif
CaMg/témoin 0,133 Non significatif
NaK/CaMg 0,007 Significatif

Tableau 12 : p-values associées a la comparaison des résultats (d’aprés VAHIDI, 2007).

En 2016, OUN et al. obtiennent des résultats équivalents sur le rat Sprague-Dawley

avec un protocole de complémentation similaire (Tableau 13) :

Régime Nbre de rattes gestantes Nombre total | Sexe-ratio
Nbre de rattes mises a la reproduction de petits

NaK 20 169 56,8%
20

CaMg 20 176 39,2%
20

Témoin 20 182 40,54%
20

Tableau 13 : Sexe-ratio des portées de rats en fonction du régime alimentaire de la mére

(d’aprés OUN et al., 2016).

Ces résultats viennent moduler, voire contredire, ceux trouvés par BIRD et CONTRERAS
(1986), selon lesquels plus le régime des rattes est riche en NaCl, plus le sexe-ratio diminue,
et ceux trouvés par CLUZAN (1965), selon lequel des rats Wistar qui consomment pendant

plusieurs mois une boisson de métabisulfite de potassium engendrent plus de femelles.

Malgré I'absence de consensus, il semblerait qu’un régime enrichi en sodium-
potassium favorise la naissance de males, contrairement a un régime enrichi en calcium-

magnésium, qui favorise la naissance de femelles, chez les rongeurs.

b) Chezlavache
D’aprés DAUDIN (1982) citant les résultats d’une étude rétrospective ayant eu lieu de
1965 a 1967 (STOLKOWSKI, 1967), il est possible de dégager deux grands axes chez la
vache (Tableau 14) :
- Une alimentation riche en calcium favorise la naissance de femelles.

- Une alimentation riche en potassium favorise la naissance de males.
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Cette étude repose sur une analyse rétrospective de la nature des sols, de leur pH et de

I’alimentation donnée aux vaches et non sur une supplémentation minérale des vaches.

DOMINANTE MINERALE Nombres de fermes Sexe-ratio

Nature Importance

+++ 5 40,6%

Calcique ++ 22 46,5%

+ 14 47,8%

Neutre 0 27 50,6%

32 51,9%

Potassique ++ 31 55,7%

+++ 3 58,3%

Tableau 14 : Sexe-ratio des portées de veaux en fonction de la dominante minérale contenue

dans I'alimentation des méres (résultats rassemblés par DAUDIN, 1982).

En 1977, STOLKOWSKI et LEFEVRE cherchent a favoriser la production de veaux
femelles par injections simultanées de vitamine D3 (ou cholécaciférol, hormone qui induit une
élévation de la calcémie), de calcium et de magnésium, moins de 21 jours avant insémination.

Leurs résultats sont rassemblés dans le tableau suivant (Tableau 15) :

Ferme n° Sexe-ratio chez les témoins | Sexe-ratio chez les traitées
1 54% 38%
2 56% 29%

Tableau 15 : Sexe-ratio des portées en fonction du traitement (injections de vitamine D3,

calcium et magnésium) recu ou non par la mere (STOLKOWSKI et LEFEVRE, 1977).

Les résultats étant encourageants, les auteurs ont voulu renouveler I'expérience a plus
grande échelle, en injectant uniquement des vitamines, car les injections isolées de
magnésium et de calcium n’entrainérent aucune modification sur le sexe-ratio dans une
expérience non publiée. L’injection intramusculaire était composée de 108 U.l. de vitamine A,
5*10° U.l. de vitamine D, 50mg de vitamine E et d’un excipient émulsionnable et était réalisée

dans les 21 jours avant insémination. Les résultats sont les suivants (Tableau 16) :
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Sexe-ratio chez les traitées ‘ Sexe-ratio témoin (moyenne sur 3 ans)
36% | 55%
Tableau 16 : Sexe-ratio des portées en fonction du traitement regu (injection de vitamines)

ou non par la mére (STOLKOWSKI et LEFEVRE, 1977).

La p-value étant inférieure a 0,01, les auteurs ont conclu que le traitement a base d’'une

injection de vitamines était efficace pour augmenter le nombre de naissances de femelles.

De la, STOLKOWSKI et LEFEVRE (1977) donnent des conseils en fonction du sexe

recherché en exploitation bovine (Tableau 17) :

Sols riches en K* | Laisser les animaux paitre dans le
mois qui précéde la fécondation,
ajouter des « blocs a lécher »,

Animaux dans éviter tout apport d’alcalino-
les prés ou terreux.
stabulation libre | Sols pauvres en | Isoler les animaux dans un enclos
K* ouriches en | fumé a la potasse, au fumier ou au

alcalino-terreux purin, le mois qui précede la
fécondation, ajouter des « blocs a
Pour avoir plus lécher ».
de males Animaux en Exclure le mois avant la fécondation les compléments
stabulation du commerce (riches en alcalino-terreux et diverses

vitamines). Aliment recommandé : foins récoltés sur
champs riches en K*, soja, betteraves, mélasse,
ajouter des « blocs a lécher ». Adjonction éventuelle
de KCL ou KH2POa.

Animaux dans | Sols riches en K* | Retirer les animaux de ces champs
les prés ou et les mettre sur des terrains
stabulation libre équilibrés, ou riches en alcalino-
terreux, ou compenser par une
fumure calcique.

Sols pauvres en Exclure les « blocs a lécher ».
K* ou riches en
Pour avoir plus alcalino-terreux
de femelles Animaux en Traitement pas injections de vitamines
stabulation précédemment décrit possible. Choix d’un aliment qui

n’atténue pas les effets de la vitamine D (pas de
bicarbonate de sodium, ajout de MgO, exclure les
concentrés du commerce).

Tableau 17 : Conseils donnés en fonction du sexe recherché chez les veaux (STOLKOWSKI et

LEFEVRE, 1977).
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Il semblerait donc qu’on puisse tirer des conclusions similaires pour la vache et pour
les rongeurs : c’est le calcium qui semble favoriser la naissance de femelles et le potassium la

naissance de males.

c) Chezlatruie
En 1982, LOUGNON et PICARD ont cherché a modifier le sexe-ratio des portées de
truies en modifiant la composition minérale de leur aliment. Cependant, aucun résultat

significatif n’est ressorti de leur étude.

La méme année, BOLET et al. publient leurs résultats sur des expériences similaires a
celles de LOUGNON et PICARD, mais déséquilibrant davantage les rations alimentaires des
truies en minéraux. lls congoivent deux aliments : un riche en Nak, et I'autre riche en CaMg

(Tableau 18) :

Aliment riche en NaK Aliment riche en CaMig
Premiére expérience (1980) NatK _ Natk _
Ca+Mg ' Ca+Mg '
Deuxiéme expérience NatK 39 NatK o5
(1982) Ca+Mg ~’ Ca+Mg '
+2000Ul/kg de VitD3

Tableau 18 : Composition des régimes alimentaires testés par BOLET et al., 1982.
Les auteurs ne précisent pas la composition d’un aliment « de base », c’est-a-dire non-enrichi

en minéraux

Les truies commencent leur nouveau régime 3 mois avant le premier accouplement,
et le régime est maintenu jusqu’a confirmation de la gestation. Voici les résultats qu'’ils

obtiennent (Tableau 19) :

Sexe-ratio du régime | Sexe-ratio du régime p-value
riche en NaK riche en CaMg
Premiére expérience 55,7% 48,3% 0,05<p<0,1
(1980) Non significatif
Deuxiéme expérience 50% 53,5% p>>0,05
(1982) Non significatif

Tableau 19 : Sexe-ratio des portées de porcelets en fonction des régimes alimentaires

maternels (d’apres BOLET et al., 1982).
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BOLET et ses collaborateurs n’ont donc pas réussi a établir une relation entre la

complémentation minérale de la truie et le sexe-ratio de ses portées.

Il semblerait donc qu’a I'heure actuelle, personne n’a réussi a mettre un évidence un

lien entre I'alimentation minérale des truies et le sexe-ratio de ses portées.

d) Chez|’Homme

En 2008, MATHEWS et al. analysent la composition alimentaire avant conception de
femmes attendant un garcon et se rendent compte que leur régime est riche en sodium et en
potassium. Mais ils ne concluent rien car contrairement a ce qu’ils attendaient, le régime des
femmes attendant un garcon est également plus riche en calcium que celui des femmes

attendant une fille.

En 2010, NOORLANDER et al. cherchent a aider des couples a concevoir une petite fille
en combinant un régime alimentaire riche en calcium et pauvre en sodium (commencé au
moins neuf semaines avant la fécondation) avec un rapport sexuel loin du moment de
I’ovulation. Sur les 32 femmes (sur les 150 initiales) qui ont a la fois respecté strictement le
régime alimentaire imposé, consistant a diminuer la natrémie et la kaliémie et a augmenter la
calcémie et la magnésémie sanguines, et la date du rapport sexuel, 81% ont bel et bien donné
naissance a une petit fille. L'équipe avance méme que le régime alimentaire de la femme est
plus important que la date du rapport fécondant, puisque 73% des femmes n’ayant suivi que
le régime alimentaire imposé, sans se soucier de la date du rapport sexuel, ont donné

naissance a une fille.

En 2016, EDESSY et al. mettent eux-aussi en avant le lien entre I'alimentation de la
mere et le sexe de son enfant. Pour se faire, ils demandent a 200 femmes de suivre un régime
alimentaire dépendant du sexe de I'enfant désiré : 100 femmes adoptent un régime riche en
sodium et en potassium afin d’avoir un fils, et 100 femmes adoptent un régime riche en
calcium et en magnésium afin d’avoir une fille. Les régimes sont détaillés dans I’Annexe 3 et
un ionogramme était réalisé afin de vérifier la bonne observance de ces régimes. Les résultats

de cette étude sont rassemblés dans le tableau suivant (Tableau 20) :
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Régime « garcon » Régime « fille » p-value
(Na & K) (Ca & Mg)
Avortement 8 12 0,04
Naissance d’un 76 16 0,01
gargon
Naissance d’une fille 16 72 0,01

Tableau 20 : Sexe des bébés en fonction des régimes suivis par leur mére (d’apres EDESSY et

al., 2016).

Ainsi, EDESSY et al. montrent que le régime alimentaire est susceptible d’influencer le
sexe du futur enfant: un régime riche en potassium et sodium permet a 76% d’avoir un
garcon, et un régime riche en calcium et en magnésium permet a 72% d’avoir une fille
(résultats compatibles avec ceux de NOORLANDER et al., 2010). L’étude ne précise cependant
pas les sexes des avortons et n’en tient pas compte. Elle ne précise pas non plus si les
pourcentages d’avortement sont ceux retrouvés dans une population qui ne suit pas de

régime particulier.

Ces expériences nous montrent la un lien fort entre I'alimentation minérale de la meére
et le sexe de son futur enfant. Quels seraient les mécanismes impliqués dans ce phénomene ?
Bien qu’aucun ne soit certain pour l'instant, nous proposons d’évoquer quelques pistes de

raisonnement dans le paragraphe suivant.

3) Par quels mécanismes I’'apport minéral modifierait-il le sexe-ratio ?

NOORLANDER et al. (2000) émettent I'hypothése que l'alimentation de la meére
conditionne la concentration sanguine en ions et/ou en hormones, qui eux interagissent sur

I’ovocyte ou sur le mucus cervical.

En 2016, EDESSY et al. émettent I'hypothése qu’un régime riche en certains ions
pourraient modifier les récepteurs a la surface de I'ovocyte, ce qui favoriserait I'attraction d’un
type de spermatozoide : un régime riche en potassium et en sodium et pauvre en calcium et
magnésium entrainerait une attraction plus grande des spermatozoides Y pour I'ovocyte, qui

auraient ainsi une plus grande probabilité de fertiliser I'ovocyte que les spermatozoides X. A
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I'inverse, un régime riche en calcium et en potassium et pauvre en sodium et potassium
entrainerait une attraction plus grande des spermatozoide X pour I'ovocyte. Par ailleurs, les
auteurs n’excluent pas une mortalité différentielle des embryons lors de la gestation, en
fonction de leur sexe, théorie pouvant également expliquer leurs résultats obtenus mais ils

n’ont cependant pas cherché a I’éclairer dans leur article.

Il est aussi possible d’évoquer un éventuel lien entre I'alimentation minérale de la mere
et le pH vaginal puisque certaines expériences vues précédemment semblent indiquer que le
pH vaginal pourrait influer sur le sexe-ratio des portées (WAKIM, 1972). Une des théories
émises par ROTSCHILD (1960), cité par VACHEZ (1978), serait que le pH vaginal induirait une
migration sélective des spermatozoides. Les expériences tentées a [|'époque furent

décevantes, bien que dans le sens escompté.

En 1989, MITRA et CHOWDHURY tentent de relier alimentation et sexe-ratio des
portées. lls travaillent sur une enzyme, la glycérylphosphorylcholine diestérase (GPC
diestérase), qui se trouve en forte concentration dans les sécrétions utérines de plusieurs
mammiféres, dont le rat. Leur étude consiste a mesurer I'activité de cette enzyme en fonction

du régime alimentaire donné aux rattes. Trois « régimes » ont été testés :

. . s . , . NaK .
- Un régime enrichi en calcium et magnésium (m =1 au lieu de 2,3 chez le groupe

témoin).

- Unrégime « normal » mais ou les rattes ne sont nourries qu’un jour sur deux, pendant
7 jours.

- Unrégime « normal » mais ou les rattes ne sont nourries qu’un jour sur deux, pendant

21 jours.

Les auteurs se rendent compte que chez les femelles au régime enrichi en CaMg,
comme chez les femelles je(inant un jour sur deux :
- L'activité de la GPC diestérase est significativement plus basse que chez les rattes
témoins.
- Le sexe-ratio des portées est significativement plus bas que chez les portées des rattes

témoins.
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- Mais que I'activité de la GPC diestérase est normale chez les rattes dont I'alimentation
est restreinte pendant 21 jours.

- Et qu’il existe une corrélation significative entre le niveau d’activité de la GPC
diestérase et le sexe-ratio des portées a la fois chez les groupes témoins et

expérimentaux (celui supplémenté en CaMg, et les deux a I'alimentation restreinte)

(Figure 4).
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Figure 4 : Relation entre le sexe-ratio secondaire des portées et le niveau d’activité de la GPC

diestérase (MITRA et CHOWDHURY, 1989).

L'absence de réduction de taille des portées dont les meres suivent un régime
particulier suggerent que le sexe-ratio n’est pas biaisé via une mortalité in utero sexe-
dépendante, mais plutét par une fécondation préférentielle des ovocytes par les
spermatozoides X. De-la, les auteurs s’interrogent sur les facteurs qui influencent cette
sélection préférentielle d’un type de spermatozoide. Est-ce une modification du milieu utérin
qui engendre une migration des spermatozoides X et Y ou est-ce une modification de

I’environnement utérin qui entraine une sélection du spermatozoide par I'ovocyte ?

Les auteurs émettent diverses hypotheses :

- La GPC diestérase pourrait jouer un role dans le métabolisme du spermatozoide
puisque qu’un de ses produits (le glycérophosphate) est oxydé par le spermatozoide,
augmentant ainsi leur assimilation de dioxygene. L'enzyme est ainsi suspectée

d’augmenter la mobilité des spermatozoides qui entrent en son contact, comme le
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font I'cestrogéne ou la testostérone au contact des spermatozoides (BECK et al., 1976).
Ainsi cela pourrait accroitre la différence de mobilité et rapidité qu’il existe entre les
spermatozoides Y et X (SHETTLES, 1960, BECK et al.,, 1976). Finalement, plus
I’environnement utérin serait riche en GPC diestérase, plus les spermatozoides Y
arriveraient vite a I'ovocyte, d’ol une fécondation préférentielle et un sexe-ratio
supérieur a 50%.

- La GPC diestérase pourrait interagir avec les constituants a la surface de I'ovocyte et
engendrer une possibilité de fécondation uniquement par un seul type de
spermatozoide.

- Les deux hypothéses pourraient également intervenir simultanément.

Bien qu’il existe des exemples indéniables de I'influence de I'apport minéral sur le sexe-
ratio des portées, nous n’avons a I’heure actuelle aucun certitude sur la maniere dont cela

agit, nous n’avons que des hypothéses et des pistes de réflexion.

4) Résumé

Il semblerait bien que I'on puisse influencer le sexe-ratio des portées a venir en
modifiant 'apport minéral apporté par I'alimentation des meéres avant la conception, du
moins chez certaines espéces telles que la vache, les rongeurs et I’'’Homme. Chez ces espéces,
il se trouve qu’un régime riche en potassium et sodium favorise la conception de males, alors

gu’un régime riche en calcium et magnésium favorise la conception de femelles.

Nous n’avons trouvé aucune expérience menée chez le chien, c’est pour cela que notre
thése s’y intéresse. Dans la partie suivante, nous allons tenter de reproduire une expérience
similaire a celles faites dans les autres espeéces, en faisant varier 'apport de calcium et de
magnésium dans I'alimentation de chienne, mais tout d’abord nous aborderons I'alimentation

de la chienne avant et au début de la gestation.
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DEUXIEME PARTIE : ALIMENTATION DE LA CHIENNE

AUTOUR DE LA FECONDATION
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1) Evaluation de la note d’état corporel (NEC)

Un aliment équilibré est un aliment capable de subvenir quotidiennement aux besoins
nutritionnels du chien. Le maintien du poids corporel du chien résulte d‘un équilibre entre les
apports et les déficits énergétiques. On appelle « chien a I'entretien » un chien adulte, en

bonne santé, a son poids corporel optimal et stable.

Pour déterminer le poids optimal d’un chien, on peut s’aider d’échelles établies afin de
donner une note d’état corporel (NEC) ou « Body Condition Score » (BCS). Il existe différentes
échelles et selon I'échelle utilisée, la note va de 1 (animal cachectique) a 5 ou 9 (animal trés
obése). Ces échelles ont I'avantage d’étre facilement utilisables car elles ne nécessitent qu’une
observation de la silhouette du chien ainsi qu’une palpation des saillies osseuses, des coOtes et
des zones ou la graisse a pu se déposer, permettant également de mettre en évidence une
éventuellement amyotrophie. On considére que pour une note d’état corporel égale, les

femelles ont plus de graisse en moyenne que les males (BESSON et al., 2005).

Nous travaillerons ici avec I'échelle validée par LAFLAMME (1997) en 9 points, mais
I’échelle en 5 points fonctionne exactement sur le méme principe. Sur I’échelle en 9 points
(Annexe 4), chaque point au-dessus de 5 (animal au poids optimal) représente entre 10 a 15%

de poids excessif d( a de la graisse corporelle (FASCETTI et DELANEY, 2012).

L'avantage de cette notation est qu’elle permet de donner du poids aux paroles du
vétérinaire et appuie ses arguments lorsque celui-ci essaie de convaincre le propriétaire du
chien que ce dernier est trop maigre ou en surpoids. Cette notation permet donc au
propriétaire de se rendre compte de I'état corporel de son animal, il pourra ensuite d’autant

mieux apprécier I'efficacité d’un éventuel régime par exemple.

2) Evaluation des besoins nutritionnels de la chienne avant fécondation

Les besoins alimentaires de la chienne a I’entretien proviennent de diverses origines.
L'objectif d’une alimentation équilibrée est de répondre a tous ces besoins alimentaires, qui

varient en fonction notamment de la race du chien, de son age et de son stade physiologique
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(croissance, reproduction, animal stérilisé...), de son mode de vie ainsi que de la présence

d’éventuelle(s) maladie(s).

Il existe tout d’abord des besoins d’entretien qui résultent des pertes physiologiques

inévitables dues au métabolisme de base de I'animal. On estime que le métabolisme de base
représente entre 55 et 70% de la dépense énergétique totale (National Research Council

2006). Il existe également des besoins de production, qui correspondent a des besoins

supplémentaires qui surviennent notamment lors de la croissance du jeune chien, lors de la

reproduction (gestation/lactation), ou lors du travail du chien. Les derniers besoins

correspondent aux besoins de 'organisme lorsque celui-ci lutte contre le stress, comme lors
d’une maladie ou lorsque le chien vit dans des conditions non favorables. Ainsi les besoins du
chien vont varier en fonction de son age et de son statut physiologique, de son

environnement, de sa génétique...

Les besoins de la chienne en chaleur ne varient pas de ceux de la chienne a I'entretien,

c’est pourquoi nous nous intéresserons aux besoins de la chienne a I'entretien.

a) Comment évaluer les besoins énergétiques du chien a I’entretien ?

Les besoins énergétiques du chien a I’entretien sont la quantité de calories qu’il doit
consommer chaque jour pour maintenir son poids optimal. Plusieurs équations ont été

proposées afin de déterminer le Besoin Energétique d’Entretien (BEE).

La difficulté que I'on rencontre quand on veut établir une équation unique pour
évaluer le besoin énergétique d’entretien est que I'on a une trés grande différence de poids
entre les races, et que les besoins énergétiques d’un chien de 40kg ne sont pas le double de
ceux d’'un chien de 20kg. Apparait donc la notion de poids métabolique (PM) qui prend en
compte le poids corporel vif (PV) et la surface corporelle du chien : PM (en kg) = PV%7>, (PV en

kg) (BLANCHARD et PARAGON, 2008).

Ainsi on exprime le besoin énergétique d’entretien sous une équation de cette forme
(voir encadré ci-dessous), ou PM et PV sont exprimés en kilogrammes, et ou a est un

coefficient pouvant varier en fonction de parametres explicités ci-aprés :
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BEE = a*PM = a*PV?%7> (en kcal d’EM/j)

Parmi les nombreuses équations proposées, aucune ne réussit parfaitement a
modéliser le BEE de tous les chiens. De nombreuses études ont cherché a établir I'équation
permettant de calculer le BEE de telle ou telle race. Le National Research Council dans le
Nutrient Requirements of Dogs and Cats de 2006 (communément appelé NRC 2006) propose

une équation qui serait valide pour un grand nombre de races, en particuliers les jeunes chiens

expérimentaux vivant en chenil. Nous retiendrons ici cette équation : | BEE = 132*PV%79

(d’apres PATIL et BISBY, 2001).

De cette équation découle le tableau suivant (Tableau 21) :

Poids optimal (en kg) | BEE (en kcal d’EM/j) | Poids optimal (en kg) | BEE (en kcal d’EM/j)

1 132 45 2293
2,5 262 50 2482
5 441 55 2666
7,5 598 60 2846
10 742 65 3022
15 1006 70 3194
20 1248 75 3364
25 1476 80 3531
30 1692 85 3695
35 1899 90 3857
40 2100 100 4174

Tableau 21 : Besoin énergétique d’un chien adulte en fonction de son poids optimal.

b) Ajustement du besoin énergétique d’entretien du chien a ses besoins réels

En fonction de la race du chien, de son age, de ses conditions de vie, de son activité
physique, de son statut physiologique, et de son statut pathologique (maladie), on peut étre
amené a rajouter des facteurs a ces équations, afin qu’elles correspondent mieux aux besoins
énergétiques de chaque chien. En effet, certaines races possedent un métabolisme de base
plus ou moins consommateur comparé a la moyenne. De méme, au-dela de sept ans, le
métabolisme de base du chien diminue (SPEAKMAN et al., 2003). Par ailleurs, un chien castré

aurait des besoins énergétiques diminués d’environ 30% (JEUSETTE et al., 2004). On obtient
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donc une équation de la forme ci-dessous, ol ki serait un coefficient dépendant de la race du
chien, k2 un coefficient dépendant de son activité physique, etc (Tableau 22) :

BE (kcal d’EM/]) = BEE *k1*ko*...

k1 Races ka Comportement
Races nordiques (Retriever, Terre-Neuve,
0,8 Husky...) 0,7 Léthargique
0,9 Beagle, Cocker 0,8 Tres calme/Sédentaire
1 Autres 0,9 Calme
1,1-1,2 Lévier, Dogue allemand 1 Normal
1,1 Actif
1,2 Hyperactif

Tableau 22 : Exemple de coefficients multiplicateurs du BEE chez le chien adulte a I'entretien

en bonne santé (d’apres BLANCHARD et PARAGON, 2008).

c¢) Besoins nutritionnels du chien

Le chien doit pouvoir trouver dans son alimentation, en quantité suffisante, environ 40
nutriments essentiels. L'aliment doit répondre a I'ensemble de ses besoins en eau, énergie,
protéines (il existe 20 acides aminés dont 10 sont indispensables), lipides (il existe deux acides
gras essentiels, I'acide linoléique et I'a-linolénique), minéraux (calcium, phosphore,
potassium, sodium, chlore, magnésium, souffre), oligo-éléments (zinc, cuivre, sélénium, fer,

iode, cobalt, manganese) et vitamines (A, groupe B, D, E, K et choline).

Pour chaque nutriment, on peut définir un apport optimal, des zones d’apport
marginales, une limite inférieure (a partir de laquelle se développera une carence) et une
limite supérieure (au-dela de laquelle on observera une toxicité) (Figure 5). Ces différentes
zones varient en fonction de facteurs cités ci-dessus, propres au chien (age, race, statut

physiologique...), et en fonction du nutriment considéré.
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Réponse de |'organisme a une dose = Effet

Dose Dose
marginale marginale
+ A
Effet Dose optimale
maximal — .
P o
e EEE EEEERS > =t
Effet
_____ '0"_____f‘”.-----------—-‘
‘ I\ Dose
Effet Carepte | Bique
déletére ‘ l N
= Dose +

Figure 5 : Relation en alimentation (d’aprés BLANCHARD et PARAGON, 2008).

Des recommandations nutritionnelles sont formulées dans le National Research

Council (le dernier datant de 2006), ou I’Association of American Feed Control Officials.

i) Eau
L’eau doit étre laissée a disposition. Le chien doit consommer quotidiennement en
moyenne 50 a 60mL/kg/jour (SCHAER, 1989), cela inclut I'eau contenue dans son

alimentation.

i) Protéines
L'apport de protéines est essentiel pour couvrir les besoins en acides aminés du chien.
On peut exprimer le besoin en protéines du chien par le Ratio Protido-Calorique (RPC, exprimé
en gMAT/Mcal d’EM). Ce dernier dépend avant tout du format (poids) du chien. Le Tableau

23 indique ces ratios pour un chien a I’entretien.
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Format du chien Ratio Protido-Calorique (en gMAT/Mcal EM)
Petit (<10kg) 55
Moyen (10-25kg) 60
Grand (>25kg) 65

Tableau 23 : Ratio Protido-Calorique minimal en fonction du poids du chien (d’apres

BLANCHARD et PARAGON, 2008).

De la nous pouvons calculer la quantité de protéines nécessaire par jour pour un chien :

RPC minimal x BEE
BE

RPC souhaité =

ou BEE représente le besoin énergétique d’entretien, et BE le besoin énergétique réel, soit

BE =kix kyx ... x BEE en Mcal. d’ou :

RPC minimal

RPC souhaité = prpT—

Les sources de protéines sont diverses (Tableau 24) mais ce qui importe c’est le niveau
d’apport protéique, la composition en acides aminés et surtout en acides aminés essentiels,
ainsi que la température et le temps de cuisson., car ces deux derniers parametres modifient

la digestibilité et la valeur biologique.

Origine animale Origine végétale Autres
¢ Volailles ¢ Gluten de mais e Acides aminés
e Boeuf ¢ Protéines de soja
e Porc e Levure de biere
e Poisson
e Oeuf
e Caséine du lait

Tableau 24 : Exemples de sources de protéines (d’aprés NRC 2006).

Le besoin protéique est accru pendant la gestation et la lactation mais reste inférieur

a 10 gMAT/Mcal d’EM.
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iii) Fibres alimentaires
La présence de fibres alimentaires en quantité suffisante dans I'alimentation du chien
assure un bon transit digestif. On recommande un apport d’au moins 5% de la matiere seche

dans la ration du chien a I’entretien.

iv) Lipides
Les lipides sont bien valorisés par les carnivores et permettent d’augmenter la densité
énergétique de la ration sans augmenter la quantité d’aliment a donner a I'animal. Ainsi les
lipides doivent représenter environ 10 a 18%MS de la ration du chien a I'entretien (Tableau

25).

Origine animale Origine végétale
o Suif e Huile de soja
e Saindoux e Huile de coprah
e Graisse de volaille e Huile de bourrache
e Huile de poisson

Tableau 25 : Exemples de sources de lipides (d’apres NRC 2006).

La ration alimentaire doit également couvrir les besoins du chien en acides gras
essentiels (oméga 6 : acide linoléigue, oméga 3 : acide alphalinolénique, acide
docosahéxaéonique (DHA) et acide eicosapentaénoique (EPA)), souvent absent des aliments
bas de gamme. Le NRC 2006 conseille un apport de 1,3g de lipides totaux par kilogramme de
poids métabolique pour le chien a I'entretien, soit 1.3g/kgPM/jour, avec un apport de
0,3g/kgPM en acide linoléique, 0,012g/kgPM en acide alpha-linolénique et 0,03g/kgPM en
DHA et EPA.

v) Glucides assimilables
Le reste de I'énergie apportée par la ration alimentaire est souvent d’origine glucidique
(amidon principalement), car les glucides ont un faible colt. Cependant I'amidon est non

indispensable pour les carnivores, il n’y a donc pas de recommandation d’apport.

Les sources de glucides sont la encore tres variées : blé, mais, farine de mais, riz...
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vi) Calcium et phosphore

La ration du chien adulte doit contenir 1gCa/Mcal d’EM et 0,75gP/Mcal d’EM, avec un
% compris entre 1 et 2 (NRC 2006). On peut également exprimer les besoins en calcium et

phosphore en g/kgPM (Tableau 26) :

Statut physiologique | Calcium (g/kgPM/j) Phosphore 2
(s/kgPM/j) P
Entretien ‘ 0,13 0,10 1,3

Tableau 26 : Besoin calcique et phosphorique du chien adulte a I'entretien (d’aprés NRC

2006).

Il n’y a pas de dose maximale pour le calcium dans le cas du chien adulte. Le NRC 2006
indique qu’il ne faut pas dépasser 4,5g/Mcal d’EM, soit 1,25gCa/kgPM/j pour les chiots de
races géantes en croissance. La dose maximale du chien adulte est raisonnablement

considérée comme étant supérieure a celle du chiot en croissance.

Il n"existe pas de dose maximale a ne pas dépasser pour le phosphore, les données

étant insuffisantes pour conclure (NRC 2006).

vii) Oligo-éléments et vitamines
Les carences en oligo-éléments sont souvent légéres. Le tableau suivant rassemble
les recommandations actuelles d’apports journaliers en oligo-éléments et vitamines et les

doses maximales a ne pas dépasser pour un chien adulte a I’entretien (Tableau 27) :

Recommandations Dose maximale
Potassium 1g/Mcal d’EM Pas de données
Sodium 0,2g/Mcal d’EM 15g/kgMS
Magnésium 0,15g/Mcal d’'EM Pas de données
Cuivre 1,5mg/Mcal d’EM Pas de données
Zinc 15mg/Mcal d’EM Pas de données
Sélénium 87,5ug/Mcal d’'EM 2mg/kg d’aliment (réglementaire)
Fer 7,5mg/Mcal d’EM Pas de données
lode 220pg/Mcal d’EM Pas de données
Vitamine A 133 Ul/kgPM/j 64 000ug/kg d’aliment
Vitamine B1 20ug/kgPM Pas de toxicité rapportée per os
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Vitamine B2 50-100ug/kgPM/j Pas de données

Vitamine B3 ou PP 3,4mg/Mcal d’EM ou Pas de données
200ug/kgPM/j
Vitamine B5 3mg/Mcal d’EM ou Considéré non toxique
0,39mg/kgPM/j
Vitamine B6 39ug/kgPM/j ou 1,2mg/kg 1 000mg/kg d’aliment si < 60 jours
d’aliment 500mg/kg d’aliment si > 60 jours
Vitamine B8 2ug/kgPM/j Pas de toxicité rapportée
Vitamine B9 54pug/Mcal dEM ou Pas de toxicité rapportée
7ug/kgPM/j Au moins 1 000 fois supérieure a la
dose recommandée
Vitamine B12 7ug/Mcal d’EM ou Pas de toxicité rapportée per os
0,92ug/kgPM/j
Vitamine D3 2,75ug/Mcal d’'EM ou 1,44 - 3,6 ug/kgPM/j pendant plus
0,36pg/kgPM/j de 60 jours
Vitamine E 22 Ul/kg d’aliment 1 000-2 000 Ul/kg d’aliment
Vitamine K Sous forme de ménadione, >22mg/kgPM/]
22pg/kgPM/j

Tableau 27 : Recommandation d’apports journaliers en oligo-éléments en vitamines du chien

adulte a I’entretien (d’apres NRC 2006).

La vitamine Ds participe a la régulation de la calcémie, elle est hypercalcémiante. En
cas d’hypervitaminose D3, des calcifications des tissus mous et une minéralisation excessive
des os peuvent avoir lieu. Elle est surtout toxique en cas de surdosage pendant une longue
période (supérieure a 60 jours). Le NRC 2006 estime que la dose maximale en vitamine D3
contenue dans une alimentation donnée pendant une longue période correspond a 4 a 10 fois

les recommandations journaliéres, soit entre 1,44ug/kgPM/j et 3,6ug/kgPM/j.
3) Evolution des besoins alimentaires de la chienne gestante
Il n’existe pas de recommandations nutritionnelles pour les chiennes pendant leurs
chaleurs. Il est conseillé de maintenir les chiennes reproductrices a une note d’état corporel

comprise entre 4 et 5/9. Les besoins de la chienne gestantes sont en revanche bien décrits

dans le NRC 2006.
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a) Risque d’'une mauvaise alimentation chez la chienne gestante

L’alimentation de la chienne gestante peut induire des altérations au niveau hormonal,
inflammatoire (cytokines) et sur le placenta qui joue un réle dans l'implantation et la
différenciation embryonnaire, la croissance et le développement foetal ainsi que la parturition
(KIRK, 2001). Ainsi, une sous-alimentation, une alimentation carencée en certains nutriments,
ou une suralimentation peuvent influer de maniere néfaste sur toutes les étapes de la

gestation (DEBRAEKELEER et al., 2010).

Pendant sa gestation, les besoins de la chienne vont progressivement augmenter afin
de répondre a ses besoins d’entretien auxquels s’ajoutent ceux des foetus en développement.
Si la chienne regoit une alimentation insuffisante pour couvrir les besoins cités, elle
« sacrifiera » ses besoins d’entretien en faveur de ceux pour le développement des feetus.
Ainsi, les nutriments nécessaires a la croissance et au développement seront d’abord puisés
dans le tissu graisseux, les muscles et le tissu osseux de la chienne. Si cela ne suffit toujours
pas, la demande nutritionnelle sera réduite en diminuant le nombre de feetus, voire en

avortant (BOUILLOD, 2013).

Diverses affections peuvent étre la conséquence d’une mauvaise alimentation de la
mere pendant la gestation, comme I"hypocalcémie ou I'hypoglycémie périnatale. De méme,
I'obésité en fin de gestation constitue un risque vis-a-vis des mises-bas dystociques, des mises-
bas prolongées et prédispose les chiots a I’'hypoglycémie et a I’'hypoxie (DEBRAEKELEER et al.,
2010, BOUILLOD, 2013).

b) Evolution des besoins alimentaires pendant le début de Ia gestation

Les besoins énergétiques de la chienne gestante naugmentent qu’a partir du dernier
tiers de sa gestation. Ses besoins énergétiques durant les cing premiéres semaines de
gestation sont donc les mémes qu’a 'entretien. Il convient de faire attention a ce que la
chienne maintienne son poids et sa condition corporelle durant ces semaines. Les besoins
énergétiques commencent a augmenter au cours de la cinquieme semaine pour atteindre un
pic entre la 6°™ et la 8°™® semaine de gestation. (DEBRAEKELEER et al., 2010). A ce pic, les
besoins énergétiques supplémentaires correspondent a 30 a 60% des besoins énergétiques

d’entretien de la chienne.
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Notre thése porte sur la sélection préconceptionelle du sexe des chiots. Ainsi, nous ne

développerons pas davantage la nutrition de la chienne gestante.

4) Résumé

Ainsi, les besoins journaliers de la chienne restent les mémes chez la chienne en chaleurs
ou en début de gestation. Maintenant que nous connaissons ces besoins et surtout les limites
supérieures a ne pas dépasser, nous pouvons envisager de modifier I'apport minéral
alimentaire de chiennes afin de voir s’il existe une relation entre ces apports et le sexe-ratio

de leurs portées.
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TROISIEME PARTIE : ETUDE EXPERIMENTALE :

SUPPLEMENTATION CALCIQUE ET VARIATON DU PH

VAGINAL
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Au vu de la demande des éleveurs canins dans la production de chiots femelles, il
semble intéressant de chercher un moyen d’influencer le sexe-ratio des portées de chiots. Les
éleveurs ne seront intéressés par les avancées scientifiques que si celles-ci sont simples a
mettre en place, peu onéreuses et sans risque pour leurs chiennes. Apres avoir vu que
I'Homme pouvait influencer le sexe-ratio des portées en jouant sur I'alimentation de la mére
dans diverses espéces, nous nous sommes demandé s’il en était de méme avec le chien. Nous
avons donc voulu modifier I'alimentation des chiennes avant fécondation, afin de tenter
d’augmenter le nombre de chiots femelles dans les portées, c’est-a-dire a priori en

augmentant la consommation en calcium des chiennes plusieurs semaines avant fécondation.

Ainsi, nous avons décidé de nous concentrer sur un parameétre que la complémentation
minérale pourrait changer, a savoir le pH vaginal. Notre hypothése de travail est qu’une
complémentation minérale pourrait changer le pH vaginal de la chienne lors de la période
fécondante, expliquant une fécondation préférentielle des ovocytes par un type de
spermatozoide. Ainsi, nous avons essayé de modifier le pH vaginal des chiennes en les
supplémentant en calcium, magnésium, et vitamine D3, par rapport au pH vaginal de chiennes

non supplémentées.

1) Matériel et méthode

a) Animaux

Sept chiennes de race Beagle, nées entre 2010 et 2014, appartenant au service de
Biotechnologie et Pathologie de la Reproduction d’ONIRIS ont participé a notre essai et ont
été aléatoirement réparties dans deux groupes. Elles pésent toutes entre 10 et 13,6kg. Chaque
chienne s’est vue attribuer un numéro de 1 a 7. Les chiennes sont logées en chenil, dans des
boxes individuels, et sont nourries une fois par jour, le matin, avec des croquettes Royal Canin
Vet Care Adult Medium Dog (composition en Annexe 5). Elles sont vaccinées annuellement
avec les valences maladie de Carré, hépatite de Rubarth, parvovirose, para-influenza, et
leptospirose. Elles sont vermifugées deux fois par an avec du MILBEMAX Chien NDV
(milbémycine-oxyme, praziquantel). Un traitement contre les parasites externes est fait

irrégulierement.
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Les cycles sexuels des chiennes sont suivis depuis leur puberté au moyen de frottis
vaginaux, réalisés toutes les semaines en période scolaire, on sait donc qu’elles présentent

environ deux cycles sexuels par an.

b) Complémentation alimentaire

L’expérience a eu lieu en deux phases : chacune des sept chiennes a servi dans les deux
phases afin que chaque chienne soit son propre témoin : si lors de la premiére expérience,
une chienne n’est pas complémentée, lors de la seconde, cette méme chienne sera
complémentée en minéraux et vitamines, et vice-versa. La complémentation est donnée aux
chiennes en méme temps que leur ration de croquettes. Tous les matins et ce pendant au
moins trois semaines idéalement avant les inséminations théoriques, les chiennes recoivent
deux comprimés de PET-PHOS Croissance Grand Chien Ca/P=2 NDV (Laboratoire Ceva,
composition en Annexe 6). La complémentation est arrétée a la fin du cinquiéme jour apreés la
seconde insémination artificielle théorique (terme défini ci-aprés), puisque les
spermatozoides survivent en moyenne jusqu’a cing jours aprés insémination (PERLOFF et al.,

1964, DOAK et al., 1967).

Les chiennes ont été nourries en calculant I'allocation énergétique selon I’'équation
proposée par le NRC en 1974 : BEE=132*PV?7> (Tableau 28). Nous n’avons pas tenu compte
du coefficient k1=0,9 que I'on attribue souvent aux chiens Beagle (d’apres BLANCHARD et
PARAGON, 2008), car ce sont des chiennes vivant en chenil extérieur, et il leur faut de I'énergie

supplémentaire en hiver pour résister au froid.

Ration de croquettes
correspondant aux besoins
d'entretien (en g)

Besoin a I’entretien =

Poids de la chi k
oids de la chienne (en kg) 132*(PV)%”5 (en kcal d’EM)

10 742,29 189,80
11 797,29 203,86
12 851,06 217,61
13 903,71 231,07

Tableau 28 : Calcul de la ration de croquettes (Royal Canin Vet Care Adult Medium Dog) en

fonction du poids des chiennes.
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Par souci de simplicité, nous avons choisi de nourrir toutes les chiennes avec une
portion de 210g de croquettes. Cette ration correspond également a ce que les chiennes
consommaient quotidiennement avant le début de notre expérience. Ainsi aprés avoir établi

la ration journaliére des chiennes, nous avons pu calculer les apports minéraux et vitaminiques

que recevront les chiennes par leur alimentation (Tableau 29).

Apport par ration Apport par ration
journaliére journaliére
Calcium (g) 2,31 Acide folique (mg) 1,89
Cuivre (mg) 2,94 Vitamine A (Ul) 6090
lode (mg) 1,13 Vitamine B1 (mg) 0,88
Fer (mg) 42 Vitamine B2 (mg) 0,80
Manganeése (mg) 16,38 Vitamine B3 (mg) 3,17
Zinc (mg) 47,25 Vitamine B5 (mg) 7,25
Phosphore (g) 1,68 Vitamine B6 (mg) 5,57
Magnésium (g) 0,17 Vitamine C (mg) 42

Biotine (mg) 0,58 Vitamine D3 210 Ul =5,25 ug

Choline (mg) 420 Vitamine E (mg) 126

Tableau 29 : Apports quotidiens en minéraux et vitamines avec I'aliment Royal Canin Vet

Care Adult Medium Dog.

Lors de la phase de supplémentation en calcium, deux comprimés Pet-Phos Croissance

Grand Chien Ca/P=2 NDV (Laboratoire Ceva) sont ajoutés quotidiennement a la ration

alimentaire. Cela représente un apport supplémentaire en calcium de 2,48g par jour, les

chiennes supplémentées ingerent donc un total de 4,79 g de calcium par jour (Tableau 30).

Apport par les 2 Apport par les 2
comprimés comprimés
Calcium (g) 2,48 Vitamine D3 336 UI=8,4 ug
Magnésium (g) 0,0224 Vitamine E (Ul) 20
Phosphore 1,216 Biotine (mg) 0,16
Vitamine A (Ul) 3200 Acide folique (mg) 0,128
Vitamine B1 (mg) 2,4 Choline (mg) 9,6
Vitamine B2 (mg) 2,4 Fer (mg) 3,2
Vitamine B3 (mg) 24 lode (mg) 0,4
Vitamine B5 (mg) 16 Cobalt (mg) 0,8
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Vitamine B6 (mg) 0,32 Cuivre (mg) 0,8

Vitamine B12 (ug) 0,48 Manganese (mg) 0,288

Vitamine C (mg) 32 Zinc (mg) 0,32
Tableau 30 : Apports en minéraux et vitamines contenus dans deux comprimés Pet-Phos

Croissance Grand Chien Ca/P=2 NDV (Laboratoire Ceva).

Les valeurs calculées du tableau suivant regroupent les apports quotidiens recus par
les chiennes complémentées avec les deux comprimés Pet-Phos (Tableau 31). Précisons que
le NRC 2006 recommande un apport calcique journalier de 130mgCa/kgPM/j (PM : poids

métabolique).

Apport de Ca
. Apport de Ca par| Apportde Ca .
Poids de la pour 210g de L, X*besoins
. . les 2 comprimés | total (en g/kg .
chienne (en kg) | croquettes/j (en . calciques NRC
(eng) PM/j)
g)
10 0,852 6,6
11 0,793 6,1
12 2,31 2,480 0,743 5,7
13 0,700 5,4
13,6 0,676 5,2

Tableau 31 : Apport quotidien en calcium chez les chiennes lors de la phase de

complémentation, selon leur poids.

Ainsi, pour les chiennes complémentées et qui mangent la ration de 210g de Royal
Canin Vet Care Adult Medium Dog, 'apport total en calcium représente environ 6,6 fois les

recommandations du NRC 2006.
Les mémes calculs peuvent étre faits avec le magnésium et la vitamine D3 (Tableaux

32 et 33). Le NRC 2006 recommande un apport journalier de 10mg/kgPM en magnésium et
0,36ug/kgPM en vitamine D3.
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Poids de la

Apport de Mg
par la ration/j

Apport de Mg
par les 2

Apport de Mg
total (en g/kg

X*besoins Mg

chienne (en kg) (en g) comprimés (en PM/i) NRC
g)

10 0,17 0,022 0,034 1,7

11 0,17 0,022 0,032 1,6

12 0,17 0,022 0,030 1,5

13 0,17 0,022 0,028 1,4

13,6 0,17 0,022 0,027 1,4

Tableau 32 : Apport quotidien en magnésium chez les chiennes complémentées en fonction

de leur poids.

. Apport de Vit D3 )
Apport de Vit D3 les 2 Apport de Vit D3
i ar les
Pmds dela par la ration/j P o total (en ug/kg | X*besoins NRC
chienne (en kg) comprimés (en )
(en pg) PM/j)
Hg)

10 5,25 8,4 2,427 6,7
11 5,25 8,4 2,260 6,3
12 5,25 8,4 2,117 5,9
13 5,25 8,4 1,994 5,5
13,6 5,25 8,4 1,927 5,4

Tableau 33 : Apport quotidien en vitamine D3 chez les chiennes complémentées en fonction

de leur poids.

c) Déclenchement des chaleurs

Il n’était pas prévu au départ de déclencher les chaleurs des chiennes mais celles-ci ne
venant pas au moment opportun pour la réalisation des mesures, il a été décidé de déclencher

les chiennes qui mettaient trop de temps a revenir en cestrus.

i) Interruption du metcestrus
Pour lyser le corps jaune et interrompre le metcestrus des chiennes, nous avons utilisé
le protocole mis au point par GALODE (2014) dans sa thése de doctorat vétérinaire. Le
protocole est de réaliser, chez des chiennes a au moins deux mois de leur précédent cestrus,

des injections de cloprosténol, un analogue des PGF2a, tous les deux jours a la dose de
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2,5ug/kg en sous-cutané jusqu’a ce que la progestéronémie descende en dessous des 1ng/mL

pendant deux mesures consécutives a 48 heures d’intervalle.

Pour ce faire, nous utilisons la spécialité dénommée ESTRUMATE NDV (cloprosténol)
dosée a 0,25mg/mL. Afin d’obtenir des volumes injectables raisonnables, nous diluons la
spécialité au dixieme (1mL d’ESTRUMATE NDV pour 9mL de NaCl 0,9%) et obtenons une
solution a 25ug/mL. Ainsi, nos injections se font a raison de 0,1mL/kg tous les deux jours.
Régulierement, la progestéronémie des chiennes est controlée. Lorsque la progestéronémie
passe sous le seuil des 1ng/mL deux fois d’affilée, le metoestrus est considéré comme achevé

et les injections de cloprosténol sont étaient arrétées.

ii) Induction de I'cestrus
Lorsque les chiennes sont en ancestrus, il est possible de faire démarrer un nouveau
cycle sexuel en utilisant un implant d’acétate de desloréline (SUPRELORIN 4,7 mg NDV), un
analogue de synthése de la GnRH, qui est laissé en place 14 jours, puis retiré. L'implant est
posé le jour ol la progestéronémie est inférieure a 1ng/mL pour la deuxiéme fois consécutive,

a 48 heures d’intervalle (GALODE, 2014).

La pose de l'implant est facile a réaliser et quasiment indolore. Le dispositif est
constitué d’un trocart et d’un injecteur réutilisable. L'implant doit étre positionné en sous-
cutané, a un endroit ou il sera facilement palpé (pour vérifier sa présence) et ou il pourra
facilement étre retiré 14 jours apres sa pose. Le site d’implantation est la face interne de la
cuisse, droite ou gauche indifféremment (GALODE, 2014). Un aide maintient la chienne sur le
dos. Aprés avoir réalisé une désinfection soignée du lieu d’injection (a I’aide d’une solution de
polyvidone iodée (VETEDINE solution NDV) et d’une compresse), le trocart est enfoncé sur
toute sa longueur dans un repli cutané préalablement formé. Au fur et a mesure que I'on
enfonce le piston de I'injecteur, on sent I'implant sortir. Il suffit alors de le pincer au travers
de la peau afin de le maintenir pendant que I'on retire le trocart. L'opérateur pourra vérifier
gu’il n’a pas trop bougé pendant cette manipulation par palpation transcutanée. La bréche
cutanée créée par le trocart (environ un demi centimétre de diameétre) est ensuite désinfectée

a I'aide d’une solution de polyvidone iodée (VETEDINE solution NDV) et d’une compresse.
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Le retrait de I'implant se fait 14 jours aprés sa pose. Pour se faire, I'aide maintient la
chienne dans la méme position que pour la pose, c’est-a-dire sur le dos. L'opérateur repére
I'implant en le palpant a travers la peau et le pince pour I'immobiliser. Aprés une asepsie
locale, une incision de quelques millimetres est réalisée a I'aide d’une lame de scalpel.
L'opérateur exerce ensuite une pression par taxis externe sur I'implant pour le faire sortir. Il
se peut qu’une coque fibreuse se soit formée autour de ce dernier, il suffit alors de I'inciser.
Parfois, I'implant peut se rompre en plusieurs morceaux au moment ol I'opérateur tente de
le faire sortir. Il faut que I'opérateur s’assure de retirer I'intégralité des morceaux. L'incision
est ensuite désinfectée a I'aide d’une solution de polyvidone iodée (VETEDINE solution NDV)
et d’'une compresse. L'ovulation survient généralement quelques jours avant ou aprées le

retrait de I'implant.

d) Suivi du cycle sexuel

i) Suivi gynécologique
Tous les deux a quatre jours a partir du début des phases d’expérimentation, un suivi
gynécologique est réalisé. Il comprend, en fonction du moment dans le cycle, une évaluation

clinique de I'aspect de la vulve et un frottis vaginal.

L'aspect de la vulve est évalué selon différents critéres : turgescence, éventuelles
pertes vulvaires, et s’il y a lieu, caractérisation macroscopique de ces pertes. Ces parametres,
assez subjectifs, ont fait 'objet de notes lorsqu’ils étaient évidents, mais n‘ont pas été

rigoureusement observés et répertoriés.

Les frottis vaginaux sont réalisés au moyen d’écouvillons dont I'extrémité recouverte
de coton est humidifiée avec du sérum physiologique. L’écouvillon est inséré au niveau de la
commissure dorsale de la vulve, 'opérateur tenant I'extrémité de la vulve entre ses doigts et
appliquant une tension vers le bas pour faciliter I'insertion de I’écouvillon. Il est ensuite inséré
verticalement dans le vestibule du vagin sur quelques centimeétres, en longeant la paroi
caudale, puis basculé horizontalement. Il est en tout inséré sur environ dix a quinze
centimetres. L'opératoire le tourne ensuite plusieurs fois sur lui-méme avant de le retirer du
vagin. L'extrémité de I’écouvillon est ensuite roulée sur une lame de microscope afin de

former trois stries. Le frottis est ensuite coloré au RAL 555®, qui est une variante rapide de la
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coloration de May-Griinwald Giemsa et lu au microscope, afin d’en évaluer sa propreté, sa

densité cellulaire, la répartition des cellules et la nature des cellules présentes.

ii) Progestéronémie

Tous les deux a quatre jours, des prises de sang sont réalisées afin de mesurer et de
suivre la progestéronémie au cours du cycle sexuel. Ces échantillons ne sont cependant pas
systématiquement analysés, cela dépend du stade sexuel dans lequel se trouve la chienne. Les
échantillons non dosés sont conservés au congélateur a -25°C. Les prises de sang sont réalisées
le plus souvent le matin, a la veine céphalique, droite ou gauche indifféremment, a I'aide d’'une
aiguille bleue de 0,6mm de diametre et de seringues de 2,5mL. Le sang est ensuite placé dans
un tube a héparine de contenance 1,3 mL. Ces derniers sont ensuite centrifugés, dans I’heure
suivante, dans une centrifugeuse HETTICH Universal 320 a 3500 tours/minute pendant 5
minutes. 200uL de plasma sont ensuite immédiatement placés dans un puit d’une cartouche
VIDAS Progesterone REF.30409. Il arrive parfois que le progestéronémie ne puisse pas étre
immédiatement dosée. Dans ce cas, le plasma est placé dans un tube sec et congelé a -25°C.
Il sera décongelé a température ambiante juste avant le dosage. La cartouche VIDAS est lue
et analysée par I'automate Minividas® de Biomérieux afin de déterminer la progestéronémie
de lachienne. Le principe du dosage associe la méthode immunoenzymatique par compétition
a une détection finale en fluorescence. Des anticorps de souris anti-progestérone canine sont
fixés au fond du puit de la cartouche VIDAS. La progestérone contenue dans |'échantillon se
fixe alors aux anticorps. Aprés lavage, un dérivé de la progestérone, qui en réagissant donnera
une coloration fluorescente, est ajouté. La fluorescence finale de I'’échantillon est mesurée et
est donc inversement proportionnelle a la quantité de progestérone contenue dans
I’échantillon. L'automate est capable de mesurer des progestéronémies comprises entre
0,25ng/mL et 80ng/mL. Au-dela de cette valeur maximale, une dilution sera nécessaire pour

déterminer la progestéronémie.

Nous avons appelé « jour d’insémination théorique » le jour olu une premiere
insémination aurait d{ étre réalisée si nous avions voulu mettre les chiennes a la reproduction.
Cette premiere insémination aurait été suivie par une seconde 48 heures plus tard. Ces deux

jours théoriques particuliers sont notés IA1 et IA2 dans notre these. IA1 correspond au jour
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ou la progestéronémie est aux alentours de 10 ng/mL, moment ou la premiére insémination

est habituellement réalisée au service de Reproduction d’ONIRIS.

e) Suivi du pH vaginal au cours du cycle sexuel

Une mesure du pH vaginal des chiennes est réalisée en moyenne deux fois par semaine
en dehors de la période sexuelle et tous les un a trois jours pendant la période sexuelle. Pour
cela, un pH-meétre (EUTECH pH5+ ECPH502PLUSK, Annexe 7) muni d’'une sonde-électrode a
pH de contact (SI Analytics Scienceline, Annexe 8), de 1,2 centimétres de diameétre, est
étalonné au moyen de deux solutions de pH connus (pH = 4 et pH= 7) avant chaque série de
mesures. La sonde a pH est ensuite rincée a I'eau déminéralisée. Un aide maintient la chienne
debout sur une table, pendant que I'opérateur place un vaginoscope court a I’entrée du vagin
de la chienne. L'ouverture du vaginoscope laisse suffisamment de place pour y glisser la sonde
a pH. Le vaginoscope est ensuite retiré pendant que la sonde a pH est introduite délicatement
dans le vagin au moyen de rotations et de poussées. La lecture de la valeur du pH se fait
lorsque la sonde est placée dans la position requise (un repére blanc sur la sonde permet a
I'opérateur de vérifier la position de la sonde dans le vagin). Il faut que celle-ci soit appliquée
contre la paroi gauche du vagin. L'opérateur attend que la valeur du pH se stabilise avant de

relever la mesure.

La sonde est nettoyée, désinfectée et rincée au moyen de compresses, d’alcool et

d’eau distillée entre les mesures des pH vaginaux de chaque chienne.

f) Etude statistiqgue concernant le pH vaginal au cours du cycle sexuel

Afin d’analyser les valeurs de pH vaginal obtenues au cours du cycle sexuel de Ia
chienne, un modele a effets mixtes a été utilisé. Il s’agit d’'un modele hiérarchique dans lequel
le premier niveau modélise la réponse individuelle et le deuxiéme niveau modélise le
comportement des parametres pour I'ensemble de la population. Par exemple, pour notre

étude de la relation entre la progestéronémie et le pH vaginal, le modele s’écrit :
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Niveau individuel : pH;; = a; + fB; * Progestérone; + &;

Niveau de | lati {“i:“J’ai
Iveau de la population :
pop Bi=B+b

Ou iestl'indice des individus (1<i<11)
et ¢g; sontidentiqguement et indépendamment distribués selon une loi normale N(0 ;c?).

Les coefficients a et B sont les effets fixes (estimations ponctuelles pour I'ensemble de
la population), ai et bj sont les effets aléatoires, ils doivent aussi étre distribués selon une loi
normale. La normalité des résidus et des effets aléatoires a été vérifiée et validée pour chaque
modele au moyen de graphiques préconisés par les auteurs des modeles a effets mixtes

(PINHEIRO et BATES, 2000).

2) Résultats

Les résultats complets et détaillés des frottis vaginaux, dosages de progestéronémie et

mesures de pH sont présentés en annexe (Annexes 9 a 21). Sont présentées ci-dessous les

courbes de pH vaginal et de progestéronémie au cours du temps pour chaque chienne. Les
stades des cycles indiqués sur les graphes sont des constats faits ces jours-la et ne

correspondent pas forcément au premier jour de chaque stade cestral.

a) Phasel
Dans cette premiére phase, les chiennes 1, 4 et 6 sont complémentées alors que les
chiennes 2, 3, 5 et 7 ne le sont pas. La complémentation est arrétée 3 la fin du 5™ jour aprés

la seconde insémination artificielle théorique.

i) Chiennes complémentées
La complémentation de la chienne 1 a démarré a JO et s’est terminée a J21. Elle entre
en prooestrus dés J3 et I'oestrus est constaté a J9. Le début de metcestrus a lieu a J22. Les
inséminations artificielles auraient d( avoir lieu a J14 et J16. La chienne 1 n’a donc recu que
14 jours de compléments avant insémination, contrairement aux trois semaines prévues. La
fécondation des ovocytes par les spermatozoides aurait théoriguement pu étre possible

jusqu’a J21 (Annexe 9 et Figure 6). A savoir que le Service de Reproduction d’Oniris ne

-92-




considere lui que la fécondation des ovocytes n’est possible que 48-72 heures aprés

I’ovulation, soit 48-72 heures apres que la progestéronémie ait dépassé 8-10ng/mL.
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Figure 6 : pH vaginal et progestéronémie (en ng/mL) au cours du temps chez la chienne 1

complémentée.

La complémentation de la chienne 4 a démarré a JO et s’est terminée a J30 (Jpi21). Un
implant de desloréline est posé a J9 (Jpi0, ou Jpi signifie « Jour de pose de I'implant ») et retiré
a J23 (Jpil4d). Aucun frottis n’a montré de phase de procestrus et il n’y a jamais eu de pertes
vulvaires sanguinolentes non plus. L’cestrus est cependant constaté a J14 (Jpi5). Le début de
metoestrus a lieu a J28 (Jpil9). Les inséminations artificielles auraient dG avoir lieu a J22 (Jpil3)
et J24 (Jpil5) ou J23 (Jpil4) et J25 (Jpil6). La fécondation des ovocytes par les spermatozoides
aurait théoriquement pu se faire jusqu’a J29 (Jpi20) ou J30 (Jpi21), selon la date de la derniére

insémination (Annexe 12 et Figure 7). A savoir que le Service de Reproduction d’Oniris ne

considere lui que la fécondation des ovocytes n’est possible que 48-72 heures aprés
I'ovulation, soit 48-72 heures aprés que la progestéronémie ait dépassé 8-10ng/mL. La

chienne 4 a été utilisée a notre insu pour un TP sondage urinaire a J16 (Jpi7).
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Figure 7 : pH vaginal et progestéronémie (en ng/mL) au cours du temps chez la chienne 4

complémentée.

La complémentation de la chienne 6 a démarré a JO et s’est terminée a J30 (Jpi21). Un

implant de desloréline est posé a J9 (Jpi0) et retiré a J23 (Jpil4). Le procestrus débute a J9

(Jpi0) et I'cestrus est constaté a J21 (Jpil2). Le metoestrus est constaté a J42 (Jpi33). Les

inséminations artificielles auraient dG avoir lieu a J22 (Jpil3) et J24 (Jpil5) ou J23 (Jpild) et J25

(Jpi16). La fécondation des ovocytes par les spermatozoides aurait théoriquement pu étre

possible jusqu’a J29 (Jpi20) ou J30 (Jpi21), selon la date de la derniére insémination (Annexe

14 et Figure 8). A savoir que le Service de Reproduction d’Oniris ne considére lui que la

fécondation des ovocytes n’est possible que 48-72 heures aprés I'ovulation, soit 48-72 heures

apres que la progestéronémie ait dépassé 8-10ng/mL. La chienne 6 a été utilisée a notre insu

pour un entrainement a I'endoscopie intra-utérine a J16 (Jpi7) et un TP sondage urinaire ce

méme jour, ce qui a entrainé des saignements vaginaux.
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i) Chiennes non complémentées
Chez la chienne 2, un implant de desloréline est posé a J9 (Jpi0) et retiré a J23 (Jpil4).
Le procestrus est constaté a J14 (Jpi5) et I'cestrus a J21 (Jpi12). Le début de metcestrus autour
de J28. Les inséminations artificielles auraient d{ avoir lieu a J22 (Jpil3) et J24 (Jpil5) ou J23
(Jpil4) et J25 (Jpil6). La fécondation des ovocytes par les spermatozoides aurait
théoriquement pu étre possible jusqu’a J29 (Jpi20) ou J30 (Jpi21), selon la date de la derniére

insémination (Annexe 10 et Figure 9). A savoir que le Service de Reproduction d’Oniris ne

considere lui que la fécondation des ovocytes n’est possible que 48-72 heures apres

I’ovulation, soit 48-72 heures aprés que la progestéronémie ait dépassé 8-10ng/mL.
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Figure 9 : pH vaginal et progestéronémie (en ng/mL) au cours du temps chez la chienne 2

non complémentée.

Chez la chienne 3, un implant de desloréline est posé a J39 (Jpi0) et retiré a J53 (Jpil4).
La fin du procestrus est constatée a J45 (Jpi6) et I'cestrus a J49 (Jpil0). Les inséminations
artificielles auraient d( avoir lieu a J52 (Jpil13) et J54. (Jpil5) La fécondation des ovocytes par
les spermatozoides aurait théoriquement pu étre possible jusqu’a J59 (Jpi20) (Annexe 11 et
Figure 10). A savoir que le Service de Reproduction d’Oniris ne considére lui que la fécondation

des ovocytes n’est possible que 48-72 heures apres I'ovulation, soit 48-72 heures apres que la
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progestéronémie ait dépassé 8-10ng/mL. La chienne 3 a été utilisée a notre insu pour un TP

sondage urinaire a J16.
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Figure 10 : pH vaginal et progestéronémie (en ng/mL) au cours du temps chez la chienne 3

non complémentée.

Neuf injections de cloprosténol ont été nécessaires afin de terminer le metcestrus de
la chienne 5. Un implant de desloréline est posé a J39 (Jpi0) et retiré a J53 (Jpil4). La fin du
prooestrus est constatée a J45 (Jpi6) et I'cestrus a J49 (Jpil0). Les inséminations artificielles
auraient dd avoir lieu a 152 (Jpil3) et J54 (Jpil5). La fécondation des ovocytes par les
spermatozoides aurait théoriguement pu étre possible jusqu’a J59 (Jpi20) (Annexe 13 et
Figure 11). A savoir que le Service de Reproduction d’Oniris ne considere lui que la fécondation
des ovocytes n’est possible que 48-72 heures apres I'ovulation, soit 48-72 heures apres que la

progestéronémie ait dépassé 8-10ng/mL.
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Figure 11 : pH vaginal et progestéronémie (en ng/mL) au cours du temps chez la chienne 5

non complémentée.

Dix-huit injections de cloprosténol ont été nécessaires afin de stopper le metoestrus de
la chienne 7. Un implant de desloréline est posé a J59 (Jpi0) et retiré a J73 (Jpil4). La fin du
procestrus est constatée a J65 (Jpi6) et I'cestrus a J70 (Jpill). Les inséminations artificielles
auraient dG avoir lieu a J71 (Jpil2) et J73 (Jpild) ou J72 (Jpil3) et J74 (Jpil5). La fécondation
des ovocytes par les spermatozoides aurait théoriquement pu étre possible jusqu’a J78 (Jpil19)

ou J79 (Jpi20), selon la date de la derniere insémination (Annexe 15 et Figures 12 et 13). A

savoir que le Service de Reproduction d’Oniris ne considére lui que la fécondation des
ovocytes n’est possible que 48-72 heures apres I'ovulation, soit 48-72 heures apres que la

progestéronémie ait dépassé 8-10ng/mL.
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Figure 12 : pH vaginal et progestéronémie (en ng/mL) au cours du temps chez la chienne 7

non complémentée.
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Figure 13 : pH vaginal et progestéronémie (en ng/mL) au cours du temps chez la chienne 7

non complémentée (suite).

b) Phase?2

Dans cette seconde phase, les chiennes 2, 3, 5 et 7 sont complémentées alors que les

chiennes 1, 4 et 6 ne le sont pas. Comme lors de la phase 1, la complémentation est arrétée a

la fin du 5°™¢ jour aprés la seconde insémination artificielle théorique.
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i) Chiennes complémentées
La complémentation de la chienne 2 a démarré a JO et s’est terminée a J38 (Jpi22).
Trois injections de cloprosténol (prostaglandines) ont été nécessaires pour mettre fin au
metoestrus (J9,J11 et J14). Un implant de desloréline est posé a J16 (Jpi0) et retiré a J30 (Jpil4).
A J22, Le frottis (Jpi6) a montré un état de proocestrus. L’cestrus est cependant constaté a J14
(Jpi5). Les inséminations artificielles auraient d( avoir lieu a J31 (Jpil5) et J33 (Jpil7). La
fécondation des ovocytes par les spermatozoides aurait théoriquement pu possible jusqu’a

J38 (Jpi22) (Annexe 17 et Figure 14). A savoir que le Service de Reproduction d’Oniris ne

considere lui que la fécondation des ovocytes n’est possible que 48-72 heures aprés

I’ovulation, soit 48-72 heures apres que la progestéronémie ait dépassé 8-10ng/mL.
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Figure 14 : pH vaginal et progestéronémie (en ng/mL) au cours du temps chez la chienne 2

complémentée.
La chienne 3 avait commencé a étre complémentée également mais a été exclue du
protocole tres rapidement car une sténose vaginale empéchait le passage de la sonde-

électrode.

Les chiennes 5 et 7 (Annexes 19 et 21) ont également été complémentées, mais apres

deux a deux mois et demi de complémentation et entre vingt-cing et trente injections de

- 100 -



prostaglandines, et n’étant toujours pas parvenu a mettre un terme a leur metoestrus, il a été

décidé d’arréter le suivi.

ii) Chiennes non complémentées
Chez la chienne 1, trois injections de cloprosténol (prostaglandines) ont été nécessaires
pour mettre fin au metoestrus, a J9, J11 et J14. Un implant de desloréline a été posé a J16
(Jpi0) et retiré a J30 (Jpil4d). Le procestrus a été constaté a J22 (Jpi6). Le début du metoestrus
a été constaté autour de J36 (Jpi20). Les inséminations artificielles auraient dd avoir lieu a J31
(Jpil5) et J33 (Jpil7). La fécondation des ovocytes par les spermatozoides aurait

théoriquement pu étre possible jusqu’a J38 (Jpi22) (Annexe 16 et Figure 15). A savoir que le

Service de Reproduction d’Oniris ne considéere lui que la fécondation des ovocytes n’est
possible que 48-72 heures apreés I'ovulation, soit 48-72 heures aprés que la progestéronémie

ait dépassé 8-10ng/mL.
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Figure 15 : pH vaginal et progestéronémie (en ng/mL) au cours du temps chez la chienne 1

non complémentée.

Chez la chienne 4, trois injections de prostaglandines ont été nécessaires pour mettre
fin au metcestrus, a J9, J11 et J14. Un implant de desloréline a été posé a J16 (Jpi0) et retiré a
J30 (Jpild). Le procestrus a été constaté a J22 (Jpi6) et le metoestrus a J45 (Jpi29). Les

inséminations artificielles auraient d(i avoir lieu a J31 (Jpil5) et J33 (Jpil7). La fécondation des
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ovocytes par les spermatozoides aurait théoriquement pu étre possible jusqu’a J38 (Jpi22)

(Annexe 18 et Figure 16). A savoir que le Service de Reproduction d’Oniris ne considére lui que

la fécondation des ovocytes n’est possible que 48-72 heures apres I'ovulation, soit 48-72

heures aprés que la progestéronémie ait dépassé 8-10ng/mL.
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Figure 16 : pH vaginal et progestéronémie (en ng/mL) au cours du temps chez la chienne 4

non complémentée.

Chez la chienne 6, et comme pour les deux chiennes précédentes, trois injections de
prostaglandines ont été nécessaires pour mettre fin au metcestrus, aJ9,J11 et J14. Unimplant
de desloréline a été posé a J16 (Jpi0) et retiré a J30 (Jpil4d). Le procestrus a été constaté a J22
(Jpi6), I'cestrus a J36 (Jpi20) et le metoestrus a J45 (Jpi29). Les inséminations artificielles
auraient da avoir lieu a J33 (Jpil7) et J35 (Jpil9) ou J34 (Jpil8) et J36 (Jpi20). La fécondation
des ovocytes par les spermatozoides aurait théoriquement pu étre possible jusqu’a J40 ou J41

(Jpi24 ou Jpi25) (Annexe 20 et Figure 17). A savoir que le Service de Reproduction d’Oniris ne

considere lui que la fécondation des ovocytes n’est possible que 48-72 heures aprés

I’ovulation, soit 48-72 heures aprés que la progestéronémie ait dépassé 8-10ng/mL.
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Figure 17 : pH vaginal et progestéronémie (en ng/mL) au cours du temps chez la chienne 6

non complémentée.

c)  Variation du pH vaginal au cours du cycle sexuel de la chienne

Si 'on ne tient pas compte du régime alimentaire des chiennes, nous avons obtenus

11 cycles pendant lesquels nous connaissons I'évolution du pH vaginal.

On remarque qu’entre la premiére insémination artificielle et la seconde, le pH

vaginal peut soit augmenter, soit diminuer, soit rester stable.

Il est possible de comparer les sept cycles de la phase 1 et les quatre cycles de la phase
2 sur un méme graphique. Pour tracer ces graphiques, on a superposé les courbes de telle
sorte que les progestéronémies des points de méme abscisse soient similaires (Figures 18 et

19).
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Figure 18 : Chute du pH vaginal au cours des cestrus de la phase 1.
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Figure 19 : Chute du pH vaginal au cours des cestrus de la phase 2.

Si on combine les Figures 18 et 19, on obtient un graphique nous permettant de

comparer simultanément le pH vaginal de onze cycles (Figure 20). On voit ainsi que pendant
leur cycle sexuel, les chiennes ont toutes subi une chute puis une remontée de leur pH vaginal.
Puisque les onze courbes sont placées de telle sorte que tous les points d’'une méme abscisse

aient une valeur de progestéronémie proche, on peut donc conclure qu’il y a une baisse qui
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semble significative du pH vaginal chez la chienne pendant le procestrus et I'cestrus, et que ce

pH remonte a la fin de la période fertile.
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Comparaison des 11 cycles

JOURS

Figure 20 : Comparaison du pH vaginal au cours des cestrus de onze cycles sexuels.

Il est possible d’extrapoler nos résultats obtenus afin d’obtenir une courbe moyenne

du pH vaginal au cours du cycle sexuel de la chienne. (Figure 21 et Annexe 26).
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Figure 21 : Moyenne et écart-types du pH vaginal des onze cycles en fonction de Ia

progestéronémie moyenne (en ng/mL).
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Sur ce graphe, on constate que les écart-types et les coefficients de variation sont
faibles, notamment pendant le procestrus/cestrus ce qui signifie que les valeurs des onze
cycles sont peu dispersées autour de la moyenne. On a donc bien une diminution qui semble
significative du pH vaginal lors de cette période du cycle sexuel de la chienne, avec ensuite
une remontée du pH qui ne se fait pas a la méme vitesse selon les chiennes (ce que I'on voit

grace aux écart-types et coefficients de variation qui augmentent).

d) Relation entre alimentation et pH vaginal

Bien qu’il n’y ait eu au final que trois chiennes dont nous connaissons la variation de
pH vaginal lorsqu’elles sont ou non complémentées (quatre chiennes si on accepte la chienne
1 qui n’a recu que quatorze jours de complémentation avant la premiére insémination
théorique), il est possible de tirer des ébauches de résultats sur I'effet de la complémentation

calcique et magnésique sur le pH vaginal de la chienne.

Un graphique rassemblant les courbes des variations du pH vaginal pendant les deux

cycles (complémenté ou non) d’'une méme chienne peut étre tracé (Figures 22 a 25). Comme
précédemment, deux points de méme abscisse correspondent au pH vaginal de la chienne

dont les progestéronémies sont similaires. La période ou la fécondation des ovocytes est

possible est représentée par un cercle en pointillés rouges.
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Figure 22 : Comparaison du pH vaginal pendant les deux cycles de la chienne 1.
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Figure 23 : Comparaison du pH vaginal pendant les deux cycles de la chienne 2.
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Figure 24 : Comparaison du pH vaginal pendant les deux cycles de la chienne 4.
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Figure 25 : Comparaison du pH vaginal pendant les deux cycles de la chienne 6.

Nous voyons en effet sur ces figures qu’a chaque fois les deux courbes sont assez
similaires. Il n’y a que la chienne 6 dont le pH vaginal remonte plus vite quand elle est
complémentée comparé a quand elle ne I'est pas. Globalement, la complémentation ne

semble pas changer de fagon majeure le pH vaginal de la chienne pendant son cycle sexuel.

On peut également chercher a établir la courbe des pH vaginaux moyens pour les
chiennes complémentées ou non pas afin de voir si elles différent beaucoup (Figure 26 et

Annexes 25 et 26).

- 108 -



7,50 50

7,30 I 45
7,10 40
T 35

6,90 @
- l 30 5
2 6,70 1, S
& 1 25 g
> +—
6,50 3]
3 I 20 @
6,30 a
% 15
6,10 10
5,90 5
. s
570 - = 0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 100 11 12 13 14 15 16 17 18
Jours
e Chiennes complémentées (moyenne) === Chiennes non complémentées (moyenne) Progestérone moyenne

Figure 26 : Comparaison du pH vaginal moyen des chiennes complémentées ou non en

fonction de la progestéronémie moyenne (en ng/mL).

Les barres d’écart-type se recoupent a chaque mesure, il ne semble donc pas y avoir
de différence significative entre les pH vaginaux des chiennes complémentées et ceux de
celles qui ne le sont pas. En revanche, le pH vaginal des chiennes non complémentées semble

plus stable que celui des chiennes complémentées.

e) Résultats de I'étude statistique

On trace d’abord le nuage de points des pH vaginaux des chiennes en fonction de leur

progestéronémie (Figure 27).
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Figure 27 : Nuage de points des pH vaginaux des chiennes en fonction de leur

progestéronémie (en ng/mL).

On remarque que les points semblent s’aligner sur deux droites distinctes : une de
pente négative lorsque la progestéronémie est inférieure a 4ng/mL (Figure 28) et une de pente

positive lorsqu’elle est supérieure a 4ng/mL (Figure 29).
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Figure 28 : Nuage de points des pH vaginaux des chiennes pour une progestéronémie

inférieure a 4ng/mL.
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Figure 29 : Nuage de points des pH vaginaux des chiennes pour une progestéronémie

supérieure a 4ng/mL.

On cherche donc a tracer ces deux droites grace a un modéle linéaire a effets mixtes

(script et tableau de données en Annexes 22 et 23), et on obtient les résultats suivants (Figures

30 et 31 et Tableaux 34 et 35) :
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Figure 30 : Modélisation pour une progestéronémie inférieure a 4ng/mL.

Valeur Ecart-type p-value
Ordonnée a l'origine 6,964 0,181 0,000
Pente -0,317 0,099 0,006

Tableau 34 : Résultats de la modélisation pour une progestéronémie inférieure a 4ng/mL.
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Figure 31 : Modélisation pour une progestéronémie supérieure a 4ng/mL.

Valeur Ecart-type p-value
Ordonnée a l'origine 5,943 0,100 0,000
Pente 0,015 0,003 3,10

Tableau 35 : Résultats de la modélisation pour une progestéronémie supérieure a 4ng/mL.

Les p-values sont largement inférieures a 0,05 ce qui prouvent que nos modélisations
sont valides. On peut ainsi conclure a une chute brutale (pente de -0,317) et significative du
pH vaginal lorsque la progestéronémie est inférieure a 4ng/mL et une remontée progressive
(pente de 0,017) lorsqu’elle est supérieure a 4ng/mL. Ainsi nos impressions sont confirmées
et le pH vaginal chute bien significativement lors du procestrus et du début d’cestrus et

remonte ensuite plus lentement a la fin de la période fertile.

3) Discussion

a) Vérification des doses de complémentations minérales

i) Dose calcique ingérée
Dans notre expérience, nous sommes allés jusqu’a 0,85gCa/kgPM/j, ce qui est inférieur
a la dose maximale recommandée. Aucun effet secondaire, tel que de la constipation, n’a été

observé au cours de nos expériences.
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ii) Dose magnésique ingérée
Il n’existe pas de dose maximale magnésique chez le chien, donc il n’y a pas d’apport

connu a ne pas dépasser.

iii) Dose de vitamine D3 ingérée
Ici, une attention particuliere a été portée afin de ne pas dépasser de fagon excessive
les soixante jours au maximum de complémentation puisque celle-ci se situait entre 1,9 et
2,4ug/kgPM/j. Ces soixante jours ont été dépassés pour deux chiennes (les chiennes 5 et 7)
lors de la phase 2. La vitamine Dsintervenant dans la régulation de la calcémie, une prise de
sang a été réalisée afin de contrdler la calcémie aprés 72 jours de complémentation pour la
chienne 5 et 61 jours pour la chienne 7, et les calcémies des deux chiennes se sont révélées

dans les normes. L'expérience a cependant été arrétée pour ces deux chiennes ce jour-Ila.

b) Relation entre alimentation et pH vaginal

Pour des raisons économiques, nous n’avons pas pu reformuler la composition de
croquettes, en abaissant la concentration en sodium et en potassium et en augmentant celle
en calcium et magnésium, et les faire fabriquer. C'est ce qui avait été fait dans les nombreuses
expériences dans d’autres espéces. |l a donc été choisi de rajouter un complément alimentaire
en plus de la ration quotidienne de croquettes, qui a défaut de réduire I'apport en potassium
et sodium, augmente celui de calcium et de magnésium. Ainsi nous n’avons apporté qu’un
supplément minéral sans pouvoir appauvrir la ration en certains autres ions. Cela peut
constituer une explication au fait que nous n’avons pas mis en évidence de différence de pH
vaginal au cours du cycle sexuel en fonction de la complémentation ou non de la chienne.
Peut-étre qu’avec une ration complémentée en calcium et magnésium mais appauvrie en

sodium et potassium, les pH vaginaux n’auraient pas été similaires.

Par ailleurs, il faut tenir compte du fait que nous n’avons pas pu nous appuyer sur la
bibliographie pour déterminer la quantité de complément a donner aux chiennes. Il est donc
possible que la dose quotidienne de complément que les chiennes recevaient était en fait

insuffisante pour modifier le pH vaginal.
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Une autre hypotheése serait que I'alimentation n’agit pas sur le pH vaginal mais sur un
autre parametre, indépendant du pH vaginal, qui influe sur la sélection préférentielle des

spermatozoides.
On remarque cependant que le pH vaginal des chiennes complémentées semble moins
stable que celui des chiennes non complémentées. Cela pourrait éventuellement participer a

une sélection différentielle des spermatozoides chez les chiennes complémentées.

¢) Variation du pH vaginal au cours du cycle sexuel de la chienne

La Figure 21 est a considérer avec quelques précautions car au vu du nombre de
mesures de pH vaginal et de progestérone, nous avons calculé les valeurs des points entre
deux mesures. Cependant, I'intérét de cette courbe est de mettre en avant cette chute du pH
vaginal que I'on retrouve dans chacun des onze cycles qui débute quelques jours avant
I'augmentation de la progestéronémie, confirmée par notre étude statistique (Figures 30 et

31), puis sa remontée plus lente.

Dans la Figure 21, le point a pH =7 a J21 chez la chienne 6 en phase 1 semble aberrant
et n’a donc pas été pris en compte lors des calculs. Il est possible de trouver une explication a

cette mesure aberrante, cela sera développé dans le paragraphe i) Anomalies remarquables.

Cette chute du pH vaginal pendant le procestrus et I'cestrus semble trés intéressante
car elle n’a jamais été décrite aussi précisément chez la chienne. Cette chute de pH vaginal a
été notée également chez la femelle hamster doré par PRATT (1987) mais les résultats n’ont

jamais été publiés.

Son étude pourrait par exemple permettre de mettre en place une nouvelle méthode

de détection de I'ovulation ou de suivi du cycle sexuel.

On remarque également que le pH vaginal commence a ré-augmenter lorsque la
progestéronémie est autour de 10ng/mL, soit au moment de la premiére insémination

artificielle pour sept des quatorze chiennes (Figures 6 a 17). Cette observation pourrait

éventuellement constituer un moyen de détection du moment ou il faut inséminer la chienne.
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d) Dosage de progestérone

Les dosages de progestérone plasmatique ont été réalisés a I'aide de I'automate
Minividas® de Biomérieux. Cet appareil est initialement congu pour mesurer la
progestéronémie a partir de prélevements humains. Cependant les progestérones humaine
et canine ont la méme structure, le méme poids moléculaire, et caetera, ce sont les mémes
molécules. Par ailleurs, BRUGGER et al. montrent en 2011 que l'utilisation de I'automate
Minividas® de Biomérieux pour la détermination de la progestéronémie a partir de sang
périphérique est fiable. L'utilisation de cet automate dans le cadre de cette thése semble donc

tout a fait acceptable.

Les prises de sang sont réalisées sur des tubes héparinés, d'une contenance de 1,3mL.
Les échantillons sont pour la grande majorité centrifugés aussi rapidement que possible et
analysés dans les deux heures apres leur prélevement. Dans le cas contraire, ils sont
centrifugés dans les deux heures aprés leur prélévement et le plasma est congelé a -25°C.
VOLKMANN (2006) montre que la concentration en progestérone contenue dans un
échantillon de sang prélevé sur tube hépariné n’était pas modifiée au bout de cing heures. Le
fabriquant précise que les échantillons peuvent étre conservés 48 heures maximum a 2-8°C,
ou congelé a -25+6°C. Selon lui, une étude (non citée par le fabricant) réalisée sur des
échantillons congelés pendant deux mois a montré que cela n’avait aucun impact sur la qualité
des résultats. Les échantillons dans cette thése ont tous été analysés moins de deux mois
apres leur congélation. Le fabriquant conseille également de ne pas utiliser d’échantillons
hémolysés, lipémiques ou ictériques, méme s’il n’a pas été observé d’influence significative.

Cette recommandation n’a pas été prise en compte.

Il faut également prendre en compte I'heure de prélevement, car il a été montré que
la progestéronémie subit de grandes variations tout au long de la journée (LINDE-FORSBERG
et al., 2008). De la découlent des remarques :

- Cela peut expliquer les valeurs parfois surprenantes qu’on obtenait pour certaines
chiennes dont la progestérone semblait osciller au lieu de décroitre, suite aux
injections de prostaglandines.

- Il faut en tenir compte dans I'analyse des résultats.
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Pour pallier a ces variations, les prises de sang étaient quasiment toutes réalisées le
matin vers 10h, sinon elles étaient faites le midi, et quelques rares prises de sang ont été faites
dans l'aprés-midi. Ainsi, on peut supposer que nos progestéronémies soient globalement

comparables entre elles d’un jour sur I'autre.

e) Mesure de pH vaginal

Il a été difficile de trouver un moyen fiable de mesurer le pH. Les premiers essais ont
été réalisés en mai et juin 2016 et ont pris plusieurs semaines pour pouvoir mettre en place
un protocole fiable et répétable. Nous ne pouvions utiliser du papier pH, dont la couleur varie
en fonction du pH, puisque les pertes sanguinolentes qui ont lieu pendant le proocestrus
masque la couleur du papier. Les essais avec une sonde a pH habituelle n’ont pas non plus été
fructueux puisque I'électrode ne fonctionne qu’en étant immergée dans un liquide et la elle
n’était pas suffisamment en contact avec les sécrétions vaginales. Nous avons donc investi
dans une sonde a pH qui fonctionne par contact. Les premiers essais nous ont montré que,
bien que le pH varie en fonction de I'endroit et de la position de la sonde, la mesure du pH est
répétable si la sonde est toujours placée au méme endroit. C'est ainsi que nous avons décidé
de toujours mesurer au moins deux fois consécutives le pH sur la paroi gauche du vagin, a
environ 7,5 centimetres de la vulve (distance marquée par un trait blanc présent sur la sonde).
Par ailleurs, les mesures ont été trés majoritairement réalisées par le méme opérateur, ce qui

permet d’étre slr que le pH est toujours mesuré au méme endroit.

L’utilisation ou non d’un vaginoscope pour placer la sonde dans le vagin de la chienne
ne change en rien, selon nous, la valeur mesurée par le pHmetre puisque le vaginoscope est
tres court (5cm), dépourvu de toute trace de désinfectant, et est retiré dés que la sonde a pH
est placée dans le vagin. Par ailleurs, deux semaines aprées le début des expériences, I'emploi
du vaginoscope n’était plus nécessaire a la mise en place de la sonde a pH dans le vagin. La
manceuvre étant indolore pour les chiennes, il est rapidement devenu possible de la réaliser

seule, sans aide pour tenir la chienne.

f)  Venue en chaleurs

Il n’était pas initialement prévu que le cycle sexuel des chiennes soit déclenché par la

pose d’un implant de desloréline. Ce choix a été fait de sorte que |'cestrus des chiennes arrive

- 116 -



a un moment ol des mesures répétées du pH vaginal étaient possibles. La premiére contrainte
était qu’il fallait étre a plus de deux mois de I'cestrus précédent. La seconde était de lyser le
corps jaune chez les chiennes qui étaient encore en metcestrus grace a des injections répétées
de prostaglandines, ce qui a pris beaucoup de temps pour certaines chiennes (et beaucoup
d’injections, 18 pour la chienne 7 lors de la premiére phase), et ce qui n’a pas été réussi chez
les chiennes 5 et 7 lors de la seconde phase, malgré de tres nombreuses injections (20 pour la

chienne 5 et 26 pour la chienne 7, différentes explications sont proposées ci-apres).

Les injections de prostaglandines ont été faites toutes les 48-72h. Le protocole differe
légerement de celui de GALODE (2014). Cela peut expliquer que l'on ait di faire de
nombreuses injections a la chienne 7 lors de la premiére phase pour obtenir une
progestéronémie inférieure a 1ng/mL sur deux dosages consécutifs, ou que I'on n’ait pas

réussi a terminer le metoestrus chez les chiennes 5 et 7 lors de la seconde phase.

Ainsi, certaines chiennes sont venues en chaleurs seules lors de la premiere phase,
alors que d’autres ont été déclenchées par la pose d’'un implant de desloréline. Cela constitue
le premier biais de notre étude. Par ailleurs, les chiennes n’ont pas été en cestrus au méme
moment, ce qui peut éventuellement constituer un autre biais, puisque le climat n’était pas le
méme en septembre ou en novembre, et qu’on ne sait pas dans quelle mesure le climat peut
affecter I’'environnement vaginal, méme si a priori on suppose que la composition du milieu

vaginal reste la méme quelle que soit la saison.

Lors de la seconde phase, les chiennes 5 et 7 n"ont pas pu étre implantées car la
condition « deux dosages de progestérone inférieurs a 1ng/mL a 48 heures d’intervalle » n’a
jamais été atteinte. Les injections de prostaglandines avaient pourtant été démarrées apres
au moins deux mois de metcestrus. Une premiére explication pour la chienne 5 serait qu’elle
aurait pu étre implantée a un moment mais que les injections avaient été continuées afin de
synchroniser son implantation avec celle de la chienne 7, et peut étre s’est-elle « habituée »
aux prostaglandines, résultant en une baisse de la réponse aux injections et a une légére
augmentation de sa progestéronémie, la rendant supérieure a 1ng/mL. Pour la chienne 7, lors
de la premiere phase, il avait déja fallu 18 injections de prostaglandines, ce qui est beaucoup

comparé au nombre d’injections que GALODE (2014) avait d{ faire. Lors de la seconde phase,
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apres deux mois de metoestrus, la chienne 7 restait la chienne la plus maigre du groupe (note
d’état corporel de 4/9). Peut-étre que cela peut expliquer le délai rencontré pour mettre fin

au metoestrus.

Une autre explication concernant I'impossibilité de mettre fin au metoestrus de la
chienne 7 est que cinq jours aprés l'arrét des prostaglandines, un pyometre a été
diagnostiqué. Celui-ci n’était pas clinique avant I'arrét des injections car la chienne recevait
des injections de prostaglandines qui favorisaient la vidange de I'utérus. Mais il devait déja
étre présent en sous-jacent, ce qui explique peut-étre I'’échec a mettre fin au metoestrus de la

chienne 7.

g) Choix de ne pas inséminer

Il aurait été intéressant d’inséminer les chiennes afin de vérifier notre théorie selon
laguelle une complémentation calcique diminue le sexe-ratio des portées. Mais pour cela, il
aurait fallu inséminer 2x7 chiennes et

- Soit diagnostiquer les sexes de chaque feetus a 35 jours de gestation, avec une marge
d’erreur non quantifiable (PRUGNARD et al., 2016) puis les faire avorter a un stade de
gestation avancé.

- Soit les laisser mener a terme leur gestation puis euthanasier les chiots nouveau-nés,
ce qui nous pose un probléme éthique.

- Soit les laisser mener a terme leur gestation et replacer la cinquantaine de chiots.

Il a donc été décidé, pour pallier a ce probleme, de complémenter des chiennes
d’éleveurs canins, afin de n’avoir a sacrifier aucun chiot. Les démarches pour contacter les
propriétaires ont été entreprises. En septembre 2016, quatre éleveurs avaient accepté de
nous confier l'alimentation d’au moins deux chiennes de leur élevage. Cependant, la
réalisation de la premiére phase de notre thése consistant a mesurer les pH vaginaux s’est
révélée dense en travail et en investissement, et il est rapidement apparu qu’il serait
impossible de réaliser cette seconde phase de complémentation de chiennes d’éleveurs pour

cette thése. Cette étape fera, espérons-le, I'objet d’'une future thése vétérinaire.
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h) Comprimés de calcium

Lors de la rédaction de notre protocole, il nous a fallu choisir un complément
alimentaire calcique suffisamment riche et facile a donner. Notre choix s’est portée vers les
comprimés Pet-Phos Croissance Grand Chien Ca/P=2 NDV du laboratoire Ceva. Ces comprimés
étaient trop grands (4,5 cm de long pour 1 cm de large, Annexe 27) pour étre donnés ainsi, ils
étaient donc coupés en petits morceaux avant d’étre mélangés aux croquettes des chiennes.
Le souci était que lorsque les chiennes mangeaient moins, comme lors du procestrus et de
I'cestrus, soit les chiennes triaient leur gamelle et ne mangeaient que leurs croquettes, soit
elles ne touchaient pas du tout a leur gamelle. Il était impossible de mettre les comprimés
directement au fond de la gueule des chiennes a cause de leur taille, ni une fois coupés, a
cause de la quantité a faire avaler. Ainsi, lors des chaleurs de certaines chiennes, la prise de
leur complément calcique a été retardée ; au lieu d’étre ingéré en méme temps que le reste
de la gamelle en quelques minutes vers 9h du matin, la gamelle était progressivement ingérée
au cours de la journée. Mais finalement, cela n’a concerné que la chienne 6 et dans une

moindre mesure, les chiennes 1 et 2, lors de la premiéere phase.

Un autre biais a signaler est que toutes les chiennes n’ont pas regu la méme durée de
complémentation, certaines ont recu le complément pendant moins de 3 semaines (la chienne
1 lors de la premiere phase expérimentale), d’autres pendant plus longtemps. Lors de la
premiére phase, la chienne 1 est venue en chaleurs beaucoup plus rapidement que prévu :
elle n’a regu que 14 jours de complémentation avant sa premiére insémination théorique,
alors que le protocole voulait que les chiennes soient complémentées au moins 3 semaines
avant I'lA1. Il se pourrait que 14 jours ne soient pas suffisants pour percevoir une modification

du pH vaginal induit par la complémentation.

i)  Anomalies remarquables

Certaines chiennes ont été utilisées a notre insu pour des TP de sondage urinaire
(chiennes 3 et 6 lors de la phase 1) ou pour une endoscopie vaginale le méme jour (chienne 6
phase 1). Nous suspectons que ces manipulations soient a I'origine de la remontée de pH
vaginal observée deux jours apres les manipulations pour la chienne 6, surtout que ces
dernieres lui avaient occasionné quelques saignements d’origine vaginale, le sang étant a un

pH de 7,2-7,3. Concernant la chienne 3, douze jours apres le sondage urinaire, des
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polynucléaires neutrophiles sont observés au frottis vaginal. Nous ne pouvons pas étre
certains du lien entre ces deux événements mais on ne peut pas non plus exclure tout lien
entre les deux. Toujours est-il que le pH vaginal de la chienne 3 a trés nettement chuté entre
le TP sondage urinaire et la mise en évidence des polynucléaires neutrophiles pour finalement
remonter a des valeurs attendues une dizaine de jours plus tard, ou aucun polynucléaire

n’était ensuite retrouvé a la cytologie.

4) Perspectives

Notre expérience a porté sur un petit groupe de chiennes, a une dose de
complémentation arbitraire. |l serait intéressant de la recommencer avec un cheptel plus
grands (une cinquantaine de chiennes) ou bien d’augmenter la dose de compléments donnés

pour voir si l'on peut dégager des résultats plus significatifs.

Puisque la finalité de cette these était de modifier le sexe-ratio, elle devait initialement
comporter deux expériences menées parallelement : la premiére consistait a complémenter
des chiennes en calcium et en magnésium et a mesurer leur pH vaginal durant leur cycle sexuel
afin d’essayer de dégager une différence du pH vaginal autour de la conception en fonction
du régime maternel, expliquant des possibles modifications du sexe-ratio des portées. La
seconde, quant a elle, devait consister a complémenter des chiennes d’éleveurs avec les
mémes compléments alimentaires afin de confirmer cette modification du sexe-ratio en
faveur de portées avec un sexe-ratio inférieur a 50% (il y aurait donc plus de chiots femelles
gue males a naitre). Bien que quatre éleveurs aient accepté de faire participer au moins deux
de leurs chiennes, cette seconde expérience n’a pas été menée, la premiére étant déja trés
chronophage. Nous espérons que cette seconde expérience sera I'objet d’'une prochaine

these.

Les résultats que nous avons trouvés sont tres encourageants. Premiérement, notre
méthode pour mesurer le pH vaginal semble tout a fait adéquate pour la tache : a la fois
indolore et répétable, la mesure du pH vaginal se fait aisément. Deuxiemement, notre mise
en évidence d’une chute du pH vaginal au début de la période fertile puis sa remontée a la fin

de cette derniere nous permet d’imaginer la mise en place d’'une nouvelle méthode afin de
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suivre le cycle sexuel de la chienne. Par ailleurs, plus de la moitié de chiennes de notre étude
expérimentale ont montré une remonté du pH vaginal lorsque la progestéronémie est aux
alentours de 10ng/mL, soit au moment opportun pour la premiére insémination artificielle. La
détection de cette augmentation du pH pendant la période fertile pourrait également
constituer une nouvelle méthode indolore et rapide pour détecter le jour ou devrait se faire

I'insémination.

Cette thése n’est qu’une ébauche du travail a faire dans le domaine de la sélection
préconceptuelle du sexe chez la chienne. De nombreux autres parameétres que le pH vaginal
pourraient étre suivis afin de peut-étre comprendre un jour la fagon dont I'alimentation

maternelle peut influer sur le sexe des descendants.
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Conclusion

Depuis toujours, I’'Homme cherche a percer les mystéres entourant la détermination
du sexe de I'enfant a naitre, que ce soit pour des raisons de préférence personnelle pour un
sexe ou pour des raisons culturelles. Avec I'avancée de la science, on sait également désormais
gue certaines maladies héréditaires sont liées au sexe, et alors choisir le sexe de son futur

enfant revient a faire naitre un enfant en bonne santé.

Devant les difficultés financiéres auxquelles les éleveurs doivent faire face, la sélection
du sexe des progénitures de leur bétail serait un moyen de prévoir leur avenir et de maximiser

leur rendement.

Il existe de nombreux moyens pour parvenir a faire naitre un enfant du sexe désiré,
mais bon nombre sont aujourd’hui interdits par la loi. Un des moyens ne nécessitant ni
manipulation d’ADN, ni avortement sélectif, est la sélection préconceptionnelle du sexe de
I’enfant en passant par un régime alimentaire maternel contrélé, plusieurs mois avant la

conception de I'enfant.

Partant de I'observation qu’en fonction des apports en minéraux que contenait
I'alimentation maternelle chez la Femme, la vache, la ratte et autres mammiferes, le sexe-
ratio pouvait étre modifié, nous avons cherché a vérifier que cela s’appliquait également a la
chienne. En effet, il n’est pas rare de voir les éleveurs canins préférer faire naitre des chiots
femelles que des chiots males (plus grande demande des futurs adoptants, prix de vente plus

élevé, plus grand choix de futures reproductrices...).

Ainsi, nous avons complémenté des chiennes en calcium, magnésium et vitamine Ds,
et mesuré leur pH vaginal au cours du cycle sexuel. Si nous n’avons, dans cette these, pas
réussi a mettre en évidence une différence significative entre le pH vaginal des chiennes
complémentées et celui des chiennes qui ne I'étaient pas, nous avons cependant mis en avant
une chute rapide et marquée du pH vaginal a partir du procestrus puis un retour plus lent au
pH vaginal initial, commengant aux alentours du jour ou la premiere insémination artificielle

devrait étre réalisée, quel que soit le régime alimentaire. Cette observation ouvre de nouvelles
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perspectives dans le domaine de la reproduction de la chienne, et plus précisément dans le
suivi du cycle sexuel, et sera I'objet d’un poster lors du congres ESDAR 2017 (European Society
for Domestic Animal Reproduction ou Société Européenne pour la Reproduction des Animaux

de Compagnie, Annexe 28).

Le pH vaginal n’est qu’un des facteurs sur lequel I'alimentation maternelle pourrait
jouer. Cette these conduit a de nouveaux sujets de theses, voire de recherche, dans le but de
comprendre le lien entre I'alimentation de la chienne et le sexe-ratio de ses portées, et de
peut-étre réussir un jour a formuler un aliment maternel en fonction du sexe-ratio voulu dans

les portées.
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Annexes

Annexe 1 : Article L162-17 de la loi n° 94-654 du 29 juillet 1994.

“Le diagnostic [*préimplantatoire*] biologique effectué a partir de cellules prélevées sur
I'embryon in vitro n'est autorisé qu'a titre exceptionnel dans les conditions suivantes :

- Un médecin exercant son activité dans un centre de diagnostic prénatal
pluridisciplinaire tel que défini par I'article L. 162-16 doit attester que le couple, du fait
de sa situation familiale, a une forte probabilité de donner naissance a un enfant atteint
d'une maladie génétique d'une particuliere gravité reconnue comme incurable au
moment du diagnostic.

- Le diagnostic ne peut étre effectué que lorsque a été préalablement et précisément
identifiée, chez I'un des parents, 'anomalie ou les anomalies responsables d'une telle
maladie.

- Les deux membres du couple expriment par écrit leur consentement a la réalisation du
diagnostic.

- Lediagnostic ne peut avoir d'autre objet que de rechercher cette affection ainsi que les
moyens de la prévenir et de la traiter.

- Il ne peut étre réalisé que dans un établissement spécifiquement autorisé a cet effet
apreés avis de la Commission nationale de médecine et de biologie de la reproduction et
du diagnostic prénatal et dans des conditions définies par décret en Conseil d'Etat.”
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Annexe 2 : Article L2131-4-1 de la loi 2004-800 du 6 ao(t 2004.

Apres I'article L. 2131-4 [du code de la santé publique], il est inséré un article L. 2131-4-1 ainsi
rédigé :

« Art. L. 2131-4-1. - Par dérogation aux dispositions prévues par le cinquieme alinéa de I’article
L. 2131-4, le diagnostic biologique effectué a partir de cellules prélevées sur I'embryon in vitro
peut également étre autorisé, a titre expérimental, lorsque les conditions suivantes sont
réunies :

« - le couple a donné naissance a un enfant atteint d’'une maladie génétique entrainant la mort
des les premiéeres années de la vie et reconnue comme incurable au moment du diagnostic ;

« - le pronostic vital de cet enfant peut étre amélioré, de facon décisive, par I'application sur
celui-ci d’une thérapeutique ne portant pas atteinte a l'intégrité du corps de I'enfant né du
transfert de 'embryon in utero, conformément a I'article 16-3 du code civil ;

« - le diagnostic mentionné au premier alinéa a pour seuls objets de rechercher la maladie
génétique ainsi que les moyens de la prévenir et de la traiter, d’une part, et de permettre
I'application de la thérapeutique mentionnée au troisieme alinéa, d’autre part.

« Les deux membres du couple expriment par écrit leur consentement a la réalisation du
diagnostic. »
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Régime riche en Potassium (K)

Céréales « cornflakes », bretzels, sucre, gelée,
popcorn, margarine, confiture.

Fruits : banane, abricot, raisin, pastéque, fruits secs.
Jus : orange, poire, cerise.

Légumes : petits pois, mais, flageolets, pomme de
terre, patate douce, tomate.

Poulet sans la peau, surtout le blanc de poulet.
Lentilles, haricots blancs.

Pain blanc.

Viande, poisson.

Soupes, café.

Régime riche en Sodium (Na)

Sel.

Régime riche en Calcium (Ca)

Lait et produits laitiers

Pain fait de farine blanche mais sans sel ni levure.
Amandes, graines de tournesol.

Saumon, sardines, huitres.

Légumes, surtout laitue, persil, coriandre, carotte, ail,
épinards, pois chiches.

Beurre sans sel.

Tous les fruits sauf : banane, cerise, abricot, tomates
cuites.

Miel, café, poisson.

Régime riche en Magnésium (Mg)

Pain complet

Amandes, cacahuétes, beurre de cacahuéte sans sel.
Soja, pomme de terre en petite quantité.

Produits laitiers.

Annexe 3 : Extrait des régimes conseillés aux femmes en fonction du sexe de I'enfant désiré
(EDESSY et al., 2016).
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Note Palpation du squelette Répartition du tissu lllustrations
adipeux, observation de
la silhouette
1 (Emacié) | Cotes, vertebres, bassin, et saillies Pas de graisse  lin
osseuses visibles a distance discernable. fonte _ 4
musculaire extréme Y L
\;"“‘“’ AN
| ¥
2 (Tres Cotes, vertébres et bassin bien Absence de graisse
maigre) visibles, autres saillies osseuses | palpable, perte minime de
éventuellement visibles muscle
3 (Maigre) Cotes facilement palpables, Pas de tissu adipeux sous =
voire visibles, apophyses cutané recouvrant les
épineuses des vertebres cotes. % 1 3
lombaires visibles, os du bassin ‘\F""' A
proéminents. } i
4 (Fin) Cotes facilement palpables Graisse de couverture
minimale
5 (Optimal) Cotes palpables Pas d’exces de graisse o
sous-cutanées P
recouvrant les cotes L‘V 5
\‘. ———
‘Y
6 Cotes palpables Léger exces de graisse
(Surcharge) recouvrant les cotes
7 (Gros) Cotes difficiles a palper Graisse déposée sur les L
cotes, les lombes, la base T
de la queue "‘y . 7
().
8 (Obeése) Cotes palpables en exergant une | Fort dépdt de graisse sur
forte pression les cotes, les lombes, la
base de la queue
9 (Trés Cotes non palpables Dépo6t majeur de graisse < ”
obese) sur le thorax, rachis, base Y

de la queue, encolure,
membres, face...

‘% 9
A
|- 3

Annexe 4 : Estimation de la note |‘état corporel chez le chien (d’aprés LAFLAMME, 1997).
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TABLE D’ANALYSE Quantités Manganese (mg/kg) 78,0
Cendres brutes (%) 6,4 Zinc (mg/kg) 225,0
Cellulose brute (%) 1,4 VITAMINES Quantités
Fibres alimentaires 6,7 Biotine/Vitamine B8 2,75
(%) (mg/kg)
Matiere grasse (%) 16,0 Choline (mg/kg) 2 000,0
Acide linoléique (%) 3,39 Acide folique/Vitamine 9,0
B9
Energie 3694,5 Vitamine A (Ul/kg) 29 000,0
métabolisable
(calculée selon
NRC85) (kcal/kg)
Energie 3911,0 Thiamine/Vitamine B1 4,2
métabolisable (mg/kg)
(mesurée) (kcal/kg)
Humidité (%) 9,5 Riboflavine/Vitamine B2 3,8
(mg/kg)
Extrait non azoté 43,7 Niacine/Vitamine B3 15,1
(%) (mg/kg)
Oméga 6 (%) 3,49 Acide 34,5
pantothénique/Vitamine
B5 (mg/kg)
Protéine brute (%) 23,0 Pyridoxine/Vitamine B6 36,5
(mg/kg)
Amidon (%) 38,4 Vitamine C (mg/kg) 200,0
MINERAUX Quantités Vitamine D3 (Ul/kg) 1 000,0
Calcium (%) 1,1 Vitamine E (mg/kg) 600,0
Phosphore (%) 0,8 NUTRIMENTS Quantités
Magnésium (%) 0,08 Arginine (%) 1,43
Sodium (%) 0,2 L-lysine (%) 1,05
Cuivre (mg/kg) 14,0 Lutéine (mg/kg) 5,0
lode (mg/kg) 5,4 Méthionine Cystine (%) 1,17
Fer (mg/kg) 200,0 Taurine (mg/kg) 2 000,0

Annexe 5 : Composition des croquettes Royal Canin Vet Care Medium Adult Dog.
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Composition (résumé) | Phosphate bicalcique, levures et produits similaires, carbonate de

calcium, protéines animales transformées (foie de porc), acides gras

(palmitique et stéarique), oxyde de magnésium, lécithines brutes

Composition détaillée | Additifs par kg

Gallate de propyle : 37 mg
Buthyhydroxyanisole (BHA) : 113 mg
Butylhydroxytoluéne (BHT) : 16 mg
Vitamine A : 200 000 U.I.

Vitamine D3 : 21 000 U.I.

Vitamine E : 1 250 U.I.

Vitamine B1 : 150 mg

Vitamine B2 : 150 mg

Pantothénate de calcium : 1000 mg
Vitamine B6 : 20 mg

Vitamine B12 : 30 ug

Vitamine C: 2000 mg

Biotine (vitamine H) : 10 mg

Vitamine PP : 1500 mg

Acide folique : 8 mg

Choline HCI : 600 mg

Fer (s.f. de sulfate monohydraté) : 200 mg
lode (s.f. de calcium) : 25 mg

Cobalt (s.f. de carbonate basique
monohydraté) : 50 mg

Cuivre (s.f. de sulfate pentahydraté) : 50 mg
Manganése (s.f. d'oxyde) : 18 mg

Zinc (s.f. de sulfate monohydraté) : 20 mg
L-Arginine : 400 mg

Lysine HCI : 400 mg

Teneurs en

constituants

analytiques

Humidité 5%, Protéines brutes 21 %, Matiéeres
grasses brutes 3 %, Cendres brutes 46 %, Calcium
15,5 %, Phosphore 7,6 %, Magnésium 0,14 %

Annexe 6 : Composition des comprimés Pet-Phos Croissance Grand Chien Ca/P=2 NDV

(Laboratoire Ceva).
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Annexe 7 : pH-meétre utilisé lors de nos expériences.

Annexe 8 : Sonde-électrode a pH de contact utilisée lors de nos expériences.
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Date J Frottis vaginal Stade du Progesté- pH Autres
cycle ronémie | vaginal
12/09/2016 0 Sale, pauvre en cellules, quelques hématies Anoestrus 1,6 6,9 Début de la
(trauma de la sonde ?) complémentation
15/09/2016 3 Sale, riche en cellules parabasales et Procestrus 1,7 6,3 Mucus vaginal
intermédiaires, nombreuses hématies hémorragique, vulve
congestionnée
19/09/2016 Prooestrus 1,83 6,58
21/09/2016 (Estrus 6,2 Boude sa gamelle
22/09/2016 10 1,78 6,05 Boude sa gamelle
23/09/2016 11 3,15 5,73 Boude sa gamelle
26/09/2016 14 Propre, nombreuses cellules superficielles en (Estrus 12,26 6,05 A1
placards
27/09/2016 15 5,83
28/09/2016 16 (Estrus 5,79 A2
29/09/2016 17 Nombreuses cellules superficielles et 58,32 5,84
intermédiaires
30/09/2016 18 6,06
03/10/2016 21 Réapparition de cellules parabasales, absence >80 6,8 J+5, arrét de la
de polynucléaires complémentation
04/10/2016 22 Présence de polynucléaires Metoestrus 6,9
06/10/2016 24 7,2
13/10/2016 31 7,2
24/10/2016 42 57,35 7,15
16/11/2016 65 35,94

Annexe 9 : Résultats de la chienne 1 pour la phase 1.
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Date J Jpi Frottis vaginal Stade du Progesté pH Autres
cycle -ronémie | vaginal
12/09/2016 | O Sale, pauvre en cellules Anoestrus 0,75 6,98
15/09/2016 | 3 Sale, cellules parabasales en faible nombre, Anoestrus 0,92 6,85
PNN dégénérés
19/09/2016 0,95 7,3
21/09/2016 Pose de I'implant
22/09/2016 | 10 1,62 7,25
26/09/2016 | 14 Cellules parabasales et intermédiaires en assez Procestrus 1,69 6,75
grand nombre, présence de quelques placards
27/09/2016 | 15 6,35
29/09/2016 | 17 Présence d’hématies, beaucoup de cellules Proocestrus 1,54 6,2
intermédiaires et parabasales, peu de placards
30/09/2016 | 18 | 9 6,04
03/10/2016 | 21 | 12 Beaucoup de cellules intermédiaires et (Estrus 6,7 6,1
superficielles, quelques placards

04/10/2016 | 22 | 13 6,17 IA1
05/10/2016 | 23 | 14 Ou IA1, retrait de I'implant
06/10/2016 | 24 | 15 (Estrus 29,17 6,01 IA2
07/10/2016 | 25 | 16 6,25 Ou 1A2
10/10/2016 | 28 | 19 Metoestrus 54,85 7,05
12/10/2016 | 30 | 21 7,02 J+50u 6
24/10/2016 | 42 | 33 Peu de cellules parabasales Metoestrus 55,57 7,35
16/11/2016 | 65 | 56 25,01

Annexe 10 : Résultats de la chienne 2 pour la phase 1. Jpi : Nombre de jours aprées la pose de I'implant.
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Date J | Jpi Frottis vaginal Stade du Progesté pH Autres
cycle -ronémie | vaginal
12/09/2016 | O Cellules parabasales en nombre moyen, pas de | Ancestrus ? 0,91 7,12
placards
15/09/2016 | 3 Sale, cellules parabasales en nombre moyen 0,9 7,05
19/09/2016 | 7 0,76 7,3
21/09/2016 Beaucoup de cellules parabasales en placards Procestrus ?
22/09/2016 | 10 0,88 7,2
26/09/2016 | 14 Cellules parabasales en nombre moyen 0,76 7,13
27/09/2016 | 15 7,35
29/09/2016 | 17 Peu de cellules parabasales, quelques placards Fin 0,67 7,2
d’ancestrus ?
03/10/2016 | 21 Riche en cellules parabasales et intermédiaires, Procestrus 0,92 6,87
nombreux placards de cellules intermédiaires
06/10/2016 | 24 Prooestrus 0,65 6,64
10/10/2016 | 28 Présence de polynucléaires neutrophiles Vaginite ?
12/10/2016 | 30 6,1
13/10/2016 | 31 0,69
19/10/2016 | 37 0,56 7,08
21/10/2016 | 39 | O 0,67 7,15 Pose de I'implant
24/10/2016 | 42 3 | Cellules parabasales et intermédiaires en assez 1,07 6,6
grand nombre
27/10/2016 | 45 | 6 Sale et trés acidophile, beaucoup de cellules Fin de 1 5,95
intermédiaires et superficielles, grand nombre prooestrus

de placards
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31/10/2016 | 49 | 10 Propre, grand nombre de cellules 2,98 5,99
intermédiaires, quelques cellules superficielles,
guelques placards, absence d’"hématies

02/11/2016 | 51 | 12 8,56 5,95

03/11/2016 | 52 | 13 5,96 1Al
04/11/2016 | 53 | 14 24,68 6,1 Retrait de I'implant
15/11/2016 | 54 | 15 IA2
06/11/2016 | 55 | 16 5,84

07/11/2016 | 56 | 17 6,25

09/11/2016 | 58 | 19 52,29 7,25

Annexe 11 : Résultats de la chienne 3 pour la phase 1. Jpi : Nombre de jours aprés la pose de I'implant.
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Date J | Jpi Frottis vaginal Stade du Progesté pH Autres
cycle -ronémie | vaginal
12/09/2016 | O Sale, pauvre en cellules, quelques hématies Ancestrus 0,59 7,07 Début de la
(trauma de la sonde ?) complémentation
15/09/2016 | 3 Sale, pauvre en cellules parabasales Anocestrus 0,76 7,1
19/09/2016 | 7 0,74 7,3
21/09/2016 0 Pose de I'implant
22/09/2016 | 10 1 0,74 7,45
26/09/2016 | 14 Beaucoup de cellules intermédiaires, quelques (Estrus 0,76 5,85
cellules superficielles, présence de placards
27/09/2016 | 15 6,6
28/09/2016 | 16 6,37 TP sondage urinaire
29/09/2016 | 17 Grand nombre de cellules (Estrus 1 6,3
superficielles, quelques cellules intermédiaires
30/09/2016 | 18 9 6,05
03/10/2016 | 21 | 12 (Estrus 6,72 5,75
04/10/2016 | 22 | 13 6,12 IA1
05/10/2016 | 23 | 14 Ou IA1 et retrait implant
06/10/2016 | 24 | 15 (Estrus 26,57 6,35 A2
07/10/2016 | 25 | 16 6,35 Ou IA2
10/10/2016 | 28 | 19 Début 38,61 6,9
metoestrus
12/10/2016 | 30 | 21 6,8 Fin de la complémentation
24/10/2016 | 42 | 33 | Quantité moyenne de cellules parabasales, pas | Metoestrus 48,13 7,2

de polynucléaires

Annexe 12 : Résultats de la chienne 4 pour la phase 1. Jpi : Nombre de jours aprées la pose de I'implant.
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Date J | Jpi Frottis vaginal Stade du Progesté pH Autres
cycle -ronémie | vaginal
12/09/2016 | O Cellules intermédiaires et superficielles en 4,01 6,7 Conjonctivite ceil gauche,
faible nombre lactation de pseudgestation
13/09/2016 3,28
14/09/2016 6,19 7,45
15/09/2016 Sale, moyennement riche en cellules Anoestrus 4,76 7,2 il va mieux
parabasales
19/09/2016 | 7 Anoestrus 3,7 7,2 (il beau, toujours du lait
22/09/2016 | 10 Anoestrus 7.1
23/09/2016 | 11 3,76 7,4
26/09/2016 | 14 2,52 7,2
27/09/2016 | 15 Injection de cloprosténol
29/09/2016 | 17 Sale, pauvre en cellules Anoestrus 1,24 7 Injection de cloprosténol
03/10/2016 | 21 Pauvre en cellules Anoestrus 1,55 6,85
05/10/2016 | 23 Injection de cloprosténol
07/10/2016 | 25 Injection de cloprosténol
09/10/2016 | 27 Injection de cloprosténol
10/10/2016 | 28 Ancestrus Injection de cloprosténol
11/10/2016 | 29 1,23
12/10/2016 | 30 Injection de cloprosténol
13/10/2016 | 31 1,02 7,6
14/10/2016 | 32 Injection de cloprosténol
17/10/2016 | 35 0,64
18/10/2016 | 36 Injection de cloprosténol
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21/10/2016 | 39 0,61 7,2 Pose de I'implant
24/10/2016 | 42 Pauvre en cellules parabasales Anoestrus 1,38 6,9
27/10/2016 | 45 Sale, cellules parabasales et intermédiaires en Procestrus 1,72 6,19
grand nombre, quelques placards
31/10/2016 | 49 | 10 | Propre, nombreuses cellules intermédiaires et (Estrus 2,24 6,03
quelques superficielles, nombreux placards,
absence d’hématie
02/11/2016 | 51 | 12 6,18 5,97
03/11/2016 | 52 | 13 6,01 IA1
04/11/2016 | 53 | 14 13,58 5,97 Retrait de I'implant
06/11/2016 | 55 | 16 6,55 1A2
07/11/2016 | 56 | 17 6,65
09/11/2016 | 58 | 19 61,74 7,05 J+4

Annexe 13 : Résultats de la chienne 5 pour la phase 1. Jpi : Nombre de jours aprées la pose de I'implant.
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Date J Jpi Frottis vaginal Stade du Progesté pH Autres
cycle -ronémie | vaginal
12/09/2016 | O Assez riche en cellules 0,86 7,08
15/09/2016 | 3 Propre, placards de cellules parabasales, riche | Fin ancestrus 0,95 7,1
en cellules, pas d'hématies
19/09/2016 0,91 7,46
21/09/2016 0 Propre, placards de cellules parabasales, riche Procestrus Pose de I'implant
en cellules
22/09/2016 | 10 1,31 7,3
26/09/2016 | 14 | 5 Beaucoup de cellules parabasales, quelques Procestrus 1,16 6,45
intermédiaires, présence de placards
27/09/2016 | 15 | 6 6,3
28/09/2016 | 16 | 7 Prise pour TD sondage
urinaire + endoscopie
29/09/2016 | 17 Cellules parabasales et intermédiaires Procestrus 1,05 6,18
30/09/2016 | 18 6,34
03/10/2016 | 21 | 12 Beaucoup de cellules intermédiaires et (Estrus 4,03 7 Boude sa gamelle
superficielles, quelques placards
04/10/2016 | 22 | 13 6,25 A1
05/10/2016 | 23 | 14 Ou IA1 et retrait de
I'implant
06/10/2016 | 24 | 15 (Estrus 15,71 6,25 IA2, boude sa gamelle
07/10/2016 | 25 | 16 6,45 Ou IA2
10/10/2016 | 28 | 19 Fin d’cestrus 50,47 6,85
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12/10/2016

30

21

6,83

J+5, Arrét de la
complémentation

24/10/2016

42

33

Présence de polynucléaires neutrophiles,
beaucoup de cellules parabasales en placards

Metoestrus

50,04

6,91

Annexe 14 : Résultats de la chienne 6 pour la phase 1. Jpi : Nombre de jours aprés la pose de I'implant.
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Date J | Jpi Frottis vaginal Stade du Progesté pH Autres
cycle -ronémie | vaginal
12/09/2016 | O Sale, pauvre en cellules, présence de quelques Metoestrus 9,99 7,06
polynucléaires neutrophiles
15/09/2016 | 3 Pauvre en cellules (parabasales et Metcestrus 8,41 7
intermédiaires), présence de quelques
polynucléaires neutrophiles
19/09/2016 | 7 6,04 7,3
22/09/2016 | 10 4,44 7,2
23/09/2016 | 11 4,19
26/09/2016 | 14 2,67 7,2
27/09/2016 | 15 Injection de cloprosténol
29/09/2016 | 17 Ancestrus 1,62 7,1 Injection de cloprosténol
03/10/2016 | 21 Sale, pauvre en cellules Ancestrus 1,85 7,3
05/10/2016 | 23 Injection de cloprosténol
07/10/2016 | 25 Injection de cloprosténol
09/10/2016 | 27 Injection de cloprosténol
10/10/2016 | 28 Ancestrus Injection de cloprosténol
11/10/2016 | 29 1,23
12/10/2016 | 30 Injection de cloprosténol
13/10/2016 | 31 7,28
14/10/2016 | 32 Injection de cloprosténol
17/10/2016 | 35 0,72
18/10/2016 | 36 Injection de cloprosténol
21/10/2016 | 39 1,07 7,25 Injection de cloprosténol
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23/10/2016 | 41 Injection de cloprosténol
24/10/2016 | 42 Tres peu de cellules parabasales Ancestrus 1,37 7,3
25/10/2016 | 43 Injection de cloprosténol
27/10/2016 | 45 Tres peu de cellules parabasales Anocestrus 1,13 7,5 Injection de cloprosténol
29/10/2016 | 47 Injection de cloprosténol
31/10/2016 | 49 Sale, peu de cellules parabasales Anocestrus 1,36 7,28 Injection de cloprosténol
02/11/2016 | 51 1,11 7,23 Injection de cloprosténol
03/11/2016 | 52 7,28
04/11/2016 | 53 1,11 7,34 Injection de cloprosténol
06/11/2016 | 55 Injection de cloprosténol
09/11/2016 | 58 0,98 7,5
10/11/2016 | 59 | O 0,82 Pose de I'implant
14/11/2016 | 63 4 6,9
16/11/2016 | 65 6 Sale, cellules intermédiaires en quantité Procestrus 4,23 6,39
moyenne, en placards, quelques cellules
parabasales
18/11/2016 | 67 8 2,46 6,46
19/11/2016 | 68 9 6,5
21/11/2016 | 70 | 11 Beaucoup de cellules intermédiaires et (Estrus 4,29 6,6
superficielles, peu de placards
22/11/2106 | 71 | 12 1Al
23/11/2016 | 72 | 13 OulAl
24/11/2016 | 73 | 14 16,64 6,35 IA2 et retrait de I'implant
25/11/2016 | 74 | 15 24,84 6,45 Ou IA2
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28/11/2016 | 77 | 18 Grand nombre de cellules superficielles, peu
de placards, nombreux bacilles et coques sans
polynucléaires neutrophiles
30/11/2016 | 79 | 20 44,14 7,3 J+50u 6

Annexe 15 : Résultats de la chienne 7 pour la phase 1. Jpi : Nombre de jours aprés la pose de I'implant.
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Date J | Jpi Frottis vaginal Stade du Progesté- pH Autres
cycle ronémie | vaginal
09/01/2017 | O Sale, cellules parabasales en faible a moyenne Anoestrus
guantité, débris en faible quantité
10/01/2017 7,25
12/01/2017 Sale, cellules parabasales en faible a moyenne Anocestrus 1,29 7,25
guantité, débris en faible quantité
16/01/2017 | 7 Sale, cellules parabasales en moyenne Ancestrus 7,25 Ecouvillon rosé
guantité, absence de placards
18/01/2017 | 9 Injection de cloprosténol
20/01/2017 | 11 Injection de cloprosténol
23/01/2017 | 14 Cellules parabasales en faible quantité, cellules Fin 0,82 7,3 Injection de cloprosténol
intermédiaires en quantité modérée d’ancestrus,
début de
procestrus
25/01/2017 | 16 | O 0,84 7,37 Pose de I'implant
29/01/2017 | 20 | 4 7,1
31/01/2017 | 22 6 Proocestrus 6,55
01/02/2017 | 23 | 7 1,26
03/02/2017 | 25 | 9 1,39 6,26
06/02/2017 | 28 | 12 3,96 5,7
08/02/2017 | 30 | 14 Retrait de I'implant
09/02/2017 | 31 | 15 9,26 5,87 A1
10/02/2017 | 32 | 16 5,65

- 154 -



11/02/2017 | 33 | 17 A2
14/02/2017 | 36 | 20 | Sale, polynucléaires neutrophiles en trés grand | Metoestrus 6,53
nombre, cellules parabasales en grand nombre
formant de grands placards
16/02/2017 | 38 | 22 6,8 J+5
23/02/2017 | 45 | 29 Sale, quelques placards de cellules Metcestrus 7,18

Annexe 16 : Résultats de la chienne 1 pour la phase 2. Jpi : Nombre de jours aprées la pose de I'implant.

parabasales, grande quantité de cellules
parabasales, faible nombre de polynucléaires
neutrophiles
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Date J | Jpi Frottis vaginal Stade du Progesté- pH Autres
cycle ronémie | vaginal
09/01/2017 | O Sale, cellules parabasales en faible a moyenne Ancestrus Début complémentation
guantité, débris en faible quantité
10/01/2017 7,19
12/01/2017 Sale, cellules parabasales en faible quantité Anocestrus 1,1 7,35
16/01/2017 Sale, cellules parabasales en quantité Ancestrus 0,99 7,45
moyenne, absence de placards
18/01/2017 | 9 Injection de cloprosténol
19/01/2017 | 10 7,45
20/01/2017 | 11 Injection de cloprosténol
23/01/2017 | 14 Ancestrus 0,76 7,4 Injection de cloprosténol
25/01/2017 | 16 | O 0,76 7,36 Pose de I'implant
29/01/2017 | 20 4 7
31/01/2017 | 22 | 6 Procestrus 6,59
01/02/2017 | 23 7 1,44
03/02/2017 | 25 | 9 1,53 6,25
06/02/2017 | 28 | 12 6,03
08/02/2017 | 30 | 14 8,18 5,86 Retrait de I'implant
09/02/2017 | 31 | 15 A1
10/02/2017 | 32 | 16 26,55 6,2
11/02/2017 | 33 | 17 A2
14/02/2017 | 36 | 20 6,47
16/02/2017 | 38 | 22 7,13 J45, arrét de la

complémentation
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23/02/2017 | 45 | 29 Sale, quelques placards de cellules Metcestrus 7,3
parabasales, grande quantité de cellules
parabasales, faible nombre de polynucléaires
neutrophiles
Annexe 17 : Résultats de la chienne 2 pour la phase 2. Jpi : Nombre de jours aprés la pose de I'implant.
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Date J | Jpi Frottis vaginal Stade du Progesté- pH Autres
cycle ronémie | vaginal

09/01/2017 | O Sale, cellules parabasales en faible quantité, Anoestrus

débris présents
10/01/2017 7,3
12/01/2017 Sale, cellules parabasales en faible quantité, Anocestrus 0,55 7,5

débris présents
16/01/2017 | 7 Sale, cellules parabasales en faible quantité, Ancestrus 7,55

débris présents
18/01/2017 | 9 Injection de cloprosténol
19/01/2017 | 10 7,5
20/01/2017 | 11 Injection de cloprosténol
23/01/2017 | 14 Sale, cellules parabasales en quantité moyenne Fin 0,67 7,4 Injection de cloprosténol,

d’ancestrus blessure entre les
coussinets

25/01/2017 | 16 | O 0,6 7,53 Pose de I'implant
29/01/2017 | 20 | 4 7,15
31/01/2017 | 22 6 Prooestrus 6,35
01/02/2017 | 23 | 7 1,3
03/02/2017 | 25 | 9 1,35 6,3
06/02/2017 | 28 | 12 5,97
08/02/2017 | 30 | 14 6,29 5,99 Retrait de I'implant
09/02/2017 | 31 | 15 A1
10/02/2017 | 32 | 16 17,11 6,36
11/02/2017 | 33 | 17 A2
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14/02/2017 | 36 | 20 | Propre, cellules intermédiaires et superficielles (Estrus 41,14 6,45
en grand nombre, nombreux placards
16/02/2017 | 38 | 22 J+5
17/02/2017 | 39 | 23 6,45
23/02/2017 | 45 | 29 Sale, cellules parabasales en grand nombre, Metcestrus 7,05

Annexe 18 : Résultats de la chienne 4 pour la phase 2. Jpi : Nombre de jours aprés la pose de I'implant.

guelques petits placards, quelques
polynucléaires neutrophiles
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Date J | Jpi Frottis vaginal Stade du Progesté- pH Autres
cycle ronémie | vaginal

09/01/2017 | O Début complémentation
10/01/2017 | 1 7,27

12/01/2017 | 3 4,42 7,2

16/01/2017 | 7 7,21

18/01/2017 | 9 Injection de cloprosténol
19/01/2017 | 10 7,24

20/01/2017 | 11 7,3 Injection de cloprosténol
23/01/2017 | 14 1,32 7,37 Injection de cloprosténol
25/01/2017 | 16 7,2 Injection de cloprosténol
29/01/2017 | 20 Injection de cloprosténol
31/01/2017 | 22 Injection de cloprosténol
03/02/2017 | 25 0,92 7,2 Injection de cloprosténol
06/02/2017 | 28 Injection de cloprosténol
08/02/2017 | 30 Injection de cloprosténol
10/02/2017 | 32 Injection de cloprosténol
13/02/2017 | 35 Injection de cloprosténol
14/02/2017 | 36 Ancestrus ? 0,75 7,17

15/02/2017 | 37 Injection de cloprosténol
17/02/2017 | 39 Injection de cloprosténol
20/02/2017 | 42 1,33 Injection de cloprosténol
22/02/2017 | 44 Injection de cloprosténol
23/02/2017 | 45 1,69

24/02/2017 | 46 Injection de cloprosténol
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27/02/2017 | 49 Injection de cloprosténol
01/03/2017 | 51 1,39 Injection de cloprosténol
03/03/2017 | 53 Injection de cloprosténol
06/03/2017 | 56 Injection de cloprosténol
08/03/2017 | 58 1,26 Injection de cloprosténol
10/03/2017 | 60 Injection de cloprosténol
13/03/2017 | 63 Injection de cloprosténol
15/03/2017 | 65 Injection de cloprosténol
18/03/2017 | 68 Injection de cloprosténol
20/03/2017 | 70 Injection de cloprosténol

Annexe 19 : Résultats de la chienne 5 pour la phase 2. Jpi : Nombre de jours aprés la pose de I'implant.
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Date J | Jpi Frottis vaginal Stade du Progesté- pH Autres
cycle ronémie | vaginal
09/01/2017 | O Sale, cellules parabasales en grand nombre Fin
d’ancestrus,
début de
procestrus
10/01/2017 7,23
12/01/2017 Sale, nombreux placards de cellules Début de 1,12 7,4
parabasales prooestrus
16/01/2017 | 7 Sale, cellules parabasales en quantité Début de 1,13 7,1
moyenne, quelques placards de cellules prooestrus
parabasales
18/01/2017 | 9 Injection de cloprosténol
19/01/2017 | 10 Sale, cellules parabasales en quantité Début de 7,11
moyenne, quelques placards de cellules prooestrus
parabasales
20/01/2017 | 11 Injection de cloprosténol
23/01/2017 | 14 0,7 7,05 Injection de cloprosténol
25/01/2017 | 16 | O 0,94 7,4 Pose de I'implant
29/01/2017 | 20 4 6,95
31/01/2017 | 22 | 6 Procestrus 6,63
01/02/2017 | 23 | 7 0,95
03/02/2017 | 25 9 1,09 6,45
06/02/2017 | 28 | 12 6,17
08/02/2017 | 30 | 14 3,13 6,06 Retrait de I'implant
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10/02/2017 | 32 | 16 8,21 6,25

11/02/2017 | 33 | 17 A1
12/02/2017 | 34 | 18 Ou IA1
13/02/2017 | 35 | 19 A2
14/02/2017 | 36 | 20 | Propre, cellules parabasales et intermédiaires (Estrus 32,13 6,32 Ou IA2

en grand nombre, nombreux placards de
cellules

17/02/2017 | 39 | 23 6,4

19/02/2017 | 41 | 25 J+50u 6
20/02/2017 | 42 | 26 6,6

23/02/2017 | 45 | 29 Sale, présence de quelques polynucléaires Metcestrus 6,55

neutrophiles, cellules parabasales en grand
nombre, présence de quelques petits placards
de cellules parabasales
08/03/2017 | 58 | 42 6,7

Annexe 20 : Résultats de la chienne 6 pour la phase 2. Jpi : Nombre de jours aprés la pose de I'implant.
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Date J | Jpi Frottis vaginal Stade du Progesté- pH Autres
cycle ronémie | vaginal
09/01/2017 | O Début de la
complémentation
10/01/2017 7,25
12/01/2017 15,07 7
16/01/2017 7,2
19/01/2017 | 10 7,1
20/01/2017 | 11 Début de la
complémentation
23/01/2017 | 14 7,73 7,27
25/01/2017 | 16 7,23
03/02/2017 | 25 3,99 7,15 Injection de cloprosténol
06/02/2017 | 28 Injection de cloprosténol
08/02/2017 | 30 Injection de cloprosténol
10/02/2017 | 32 Injection de cloprosténol
13/02/2017 | 35 Injection de cloprosténol
14/02/2017 | 36 Ancestrus 1,02 7,3
15/02/2017 | 37 Injection de cloprosténol
17/02/2017 | 39 Injection de cloprosténol
20/02/2017 | 42 2,56 Injection de cloprosténol
22/02/2017 | 44 Injection de cloprosténol
23/02/2017 | 45 0,88
24/03/2017 | 46 Injection de cloprosténol
27/02/017 | 49 Injection de cloprosténol
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01/03/2017 | 51 1,67 Injection de cloprosténol
03/03/2017 | 53 Injection de cloprosténol
06/03/2017 | 56 Injection de cloprosténol
08/03/2017 | 58 1,51 Injection de cloprosténol
10/03/2017 | 60 Injection de cloprosténol
13/03/2017 | 63 Injection de cloprosténol
15/03/2017 | 65 Injection de cloprosténol
18/03/2017 | 68 Injection de cloprosténol
20/03/2017 | 70 Injection de cloprosténol

Annexe 21 : Résultats de la chienne 7 pour la phase 2. Jpi : Nombre de jours aprées la pose de I'implant.
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Annexe 22 : Script dans R (logiciel).

library(nlme, pos=4)

pHoestrusI<-pHoestrus|[pHoestrus[,5]=="Partl",]

scatterplot (pH~Progestérone,
span=0.5, ellipse=FALSE,

boxplots=FALSE,

reg.line=FALSE,

levels=c (.5,

smooth=FALSE,
.9),

spread=FALSE,
data=pHoestrusI)

Modelel<-1me (pH~Progestérone, pHoestrusI, random=~1|Nom.de.la.chienne)

summary (Modelel)
ggnorm (Modelel)

pHoestrusII<-pHoestrus [pHoestrus|[,5]=="Part2", ]

scatterplot (pH~Progestérone, reg.line=FALSE, smooth=FALSE, spread=FALSE,

boxplots=FALSE,

span=0.5, ellipse=FALSE,

levels=c (.5,

-9) .,

data=pHoestrusII

Modele2<-1me (pH~Progestérone, pHoestrusII, random=~1|Nom.de.la.chienne)

summary (Modele?2)
ggnorm (Modele?2)

Annexe 23 : Données pour le script dans R (logiciel). c : complémentée, nc : non
complémentée. Partl : progestéronémie < 4ng/mL, Part2 : progestéronémie >4 ng/mL.

Nom de la Partie du
chienne Temps Progestérone pH graphique
Chienne 1c 1 1,6 6,9 | Partl
Chienne 1c 1,83 6,58 | Partl
Chienne 1c 11 1,78 6,05 | Partl
Chienne 1c 12 3,15 5,73 | Partl
Chienne 1c 15 12,26 6,05 | Part2
Chienne 1c 18 58,32 5,84 | Part2
Chienne 2nc 1,62 7,25 | Partl
Chienne 2nc 1,69 6,75 | Partl
Chienne 2nc 9 1,54 6,2 | Partl
Chienne 2nc 13 6,7 6,1 | Part2
Chienne 2nc 16 29,17 6,01 | Part2
Chienne 2nc 20 54,85 7,05 | Part2
Chienne 3nc 1 0,67 7,15 | Partl
Chienne 3nc 1,07 6,6 | Partl
Chienne 3nc 7 1 5,95 | Partl
Chienne 3nc 11 2,98 5,99 | Partl
Chienne 3nc 13 8,56 5,95 | Part2
Chienne 3nc 15 24,68 6,1 | Part2
Chienne 3nc 20 52,29 7,25 | Part2




Chienne 4c 2 0,74 7,45 | Partl
Chienne 4c 6 0,76 5,85 | Partl
Chienne 4c 9 1 6,3 | Partl
Chienne 4c 13 6,72 5,75 | Part2
Chienne 4c 16 26,57 6,35 | Part2
Chienne 4c 20 38,61 6,9 | Part2
Chienne 5nc 1 0,61 7,2 | Partl
Chienne 5nc 4 1,38 6,9 |Partl
Chienne 5nc 7 1,72 6,19 | Partl
Chienne 5nc 11 2,24 6,03 | Partl
Chienne 5nc 13 6,18 5,97 | Part2
Chienne 5nc 15 13,58 5,97 | Part2
Chienne 5nc 20 61,74 7,05 | Part2
Chienne 6¢ 3 1,31 7,3 | Partl
Chienne 6¢ 4 1,16 6,45 | Partl
Chienne 6¢ 7 1,05 6,18 | Partl
Chienne 6¢c 14 15,71 6,25 | Part2
Chienne 6¢ 18 50,47 6,85 | Part2
Chienne 7nc 7 4,23 6,39 | Part2
Chienne 7nc 9 2,46 6,46 | Partl
Chienne 7nc 12 4,29 6,6 | Part2
Chienne 7nc 15 16,64 6,35 | Part2
Chienne 7nc 16 24,84 6,45 | Part2
Chienne 1nc 9 1,39 6,26 | Partl
Chienne 1nc 12 3,96 5,7 | Partl
Chienne 1nc 15 9,26 5,87 | Part2
Chienne 2c 9 1,53 6,25 | Partl
Chienne 2c 14 8,18 5,86 | Part2
Chienne 2c 16 26,55 6,2 | Part2
Chienne 4nc 8 1,35 6,3 | Partl
Chienne 4nc 13 6,29 5,99 | Part2
Chienne 4nc 15 17,11 6,36 | Part2
Chienne 4nc 19 41,14 6,45 | Part2
Chienne 6nc 7 1,09 6,45 | Partl
Chienne 6nc 12 3,13 6,06 | Partl
Chienne 6nc 14 8,21 6,25 | Part2
Chienne 6nc 18 32,13 6,32 | Part2
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J1 J2 3 J4 J5 J6 J7 J8 J9 J10
Prog.
moyenne 1,06 1,13 1,19 1,19 1,21 1,24 1,28 1,51 1,72 2,59
pH vaginal
moyen 7,25 7,17 6,99 6,60 6,43 6,29 6,44 6,41 6,31 6,14
Prog. écart-
type 0,270 0,279 0,295 0,255 0,275 0,315 0,337 0,305 0,456 0,480
pH vaginal
écart-type 0,173 0,235 0,243 0,225 0,183 0,240 0,131 0,084 0,051 0,061
Prog. coeff.
de variation 0,255 0,248 0,247 0,215 0,227 0,255 0,263 0,202 0,265 0,185
pH vaginal
coeff. de
variation 0,024 0,033 0,035 0,034 0,028 0,038 0,020 0,013 0,008 0,010
J11 J12 J13 J14 J15 J16 J17 J18
Prog.
moyenne 3,47 5,47 7,89 11,61 18,49 28,46 38,11 47,14
pH vaginal
moyen 6,03 5,97 5,95 6,04 6,19 6,24 6,28 6,39
Prog. écart-
type 0,843 1,251 1,961 2,911 3,682 2,317 5,679 9,678
pH vaginal
écart-type 0,056 0,175 0,152 0,141 0,151 0,226 0,252 0,301
Prog. coeff.
de variation 0,243 0,229 0,248 0,251 0,199 0,081 0,149 0,205
pH vaginal
coeff. de
variation 0,009 0,029 0,026 0,023 0,024 0,036 0,040 0,047

Annexe 24 : Moyennes, écart-types et coefficients de variation des progestéronémies (en ng/mL) et pH vaginaux pour les chiennes

complémentées.

Prog. : progestérone. Coeff. de variation : coefficient de variation.




J1 J2 3 J4 J5 J6 J7 J8 J9 J10
Prog.
moyenne 0,88 1,07 1,23 1,39 1,51 1,64 1,75 1,78 1,94 2,63
pH vaginal
moyen 7,24 7,14 7,02 6,86 6,65 6,48 6,30 6,26 6,21 6,13
Prog. écart-
type 0,174 0,249 0,323 0,398 0,497 0,590 0,708 0,468 0,284 0,385
pH vaginal
écart-type 0,090 0,119 0,142 0,169 0,188 0,150 0,131 0,117 0,103 0,117
Prog. coeff.
de variation 0,199 0,233 0,262 0,285 0,328 0,359 0,404 0,263 0,146 0,147
pH vaginal
coeff. de
variation 0,012 0,017 0,020 0,025 0,028 0,023 0,021 0,019 0,017 0,019
J11 J12 J13 J14 J15 J16 J17 J18
Prog.
moyenne 3,31 4,58 6,79 11,52 16,73 25,12 31,36 37,59
pH vaginal
moyen 6,09 6,06 6,06 6,12 6,14 6,14 6,37 6,51
Prog. écart-
type 0,625 0,782 0,967 2,562 3,791 3,045 3,364 4,318
pH vaginal
écart-type 0,141 0,164 0,168 0,162 0,156 0,229 0,205 0,149
Prog. coeff.
de variation 0,189 0,171 0,142 0,222 0,227 0,121 0,107 0,115
pH vaginal
coeff. de
variation 0,023 0,027 0,028 0,026 0,025 0,037 0,032 0,023

Annexe 25 : Moyennes, écart-types et coefficients de variation des progestéronémies (en ng/mL) et pH vaginaux pour les chiennes non
complémentées.
Prog. : progestérone. Coeff. de variation : coefficient de variation.
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J1 J2 3 J4 J5 J6 J7 J8 J9 J10
Prog.
moyenne 0,94 1,09 1,22 1,32 1,40 1,50 1,58 1,68 1,86 2,61
pH vaginal
moyen 7,24 7,15 7,01 6,76 6,57 6,41 6,35 6,32 6,24 6,13
Prog. écart-
type 0,220 0,265 0,309 0,360 0,431 0,498 0,557 0,382 0,371 0,418
pH vaginal
écart-type 0,120 0,163 0,175 0,219 0,219 0,193 0,140 0,105 0,097 0,102
Prog. coeff.
de variation 0,233 0,243 0,254 0,273 0,307 0,333 0,352 0,227 0,199 0,160
pH vaginal
coeff.de
variation 0,017 0,023 0,025 0,032 0,033 0,030 0,022 0,017 0,016 0,017
J11 J12 J13 J14 J15 J16 J17 J18 J19 J20
Prog.
moyenne 3,37 4,91 7,19 11,55 17,37 26,45 33,61 40,77 43,42 49,55
pH vaginal
moyen 6,07 6,02 6,02 6,09 6,16 6,18 6,34 6,46 6,61 6,76
Prog. écart-
type 0,728 1,052 1,311 2,686 3,857 2,895 4,806 6,812 5,684 8,087
pH vaginal
écart-type 0,111 0,165 0,171 0,157 0,156 0,228 0,225 0,208 0,224 0,302
Prog. coeff.
de variation 0,216 0,214 0,182 0,232 0,222 0,109 0,143 0,167 0,131 0,163
pH vaginal
coeff.de
variation 0,018 0,027 0,028 0,026 0,025 0,037 0,035 0,032 0,034 0,045

Annexe 26 : Moyennes, écart-types et coefficients de variation des progestéronémies (en ng/mL) et pH vaginaux sur les 11 cycles.

Prog. : progestérone. Coeff. de variation : coefficient de variation.
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Annexe 27 : Comprimé Pet-Phos Croissance Grand Chien Ca/P=2 NDV (Laboratoire Ceva).
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Abstract du poster présenté lors du congres de
I’ESDAR les 24-26 aolt 2017

- 173 -




- 174 -



Annexe 28 : Abstract proposé et accepté par le jury du congres de 'ESDAR 2017.

Preliminary results: Vaginal pH variations during oestrus cycle
of the bitch.

L. Kouba 1, L. Martin 2, $. Michaud 2, L. Amirat-Briand ? and D. Bencharif

! Oniris - The National Veterinary, Food agriculture, and food hygiens school of Loire Atlantique, BP
Nutrition and Endocrinology Unit, ONIRIS: The National Veterinary, Food agriculture, and food hygiens
school of Loire Atlantique, SLaboratory of Biotechnology and Pathology of Reproduction, ONIRIS: The
National Veterinary, Food agriculture, and food hygiens school of Loire Atlantigue

An optimal uterine environment iz important for a successfil fertilization after an insermination. The
spermatozoa mobility can be affected by the vaginal pH which can compromise the fertilization and hence
pregnancy. The objective of this study was to follow the vaginal pH of the bitch during the estrus cycle. In
total, 11 estrus cycles of 7 Beagle bitches, aged between 3 and 7 years old, were studied. The estrus was
trigoered using a Deslorelin acetate implant (SUPRELORIN® 4. Tmg), implanted subeutanecusly during
anestrus — after termination of the metestrus vsing repeated subentanecus injections (between 3 and 26) of a
PGF2u analog (Cloprostencl, ESTRUMATE®) at the dose of 2 5ug'ks The implant was removed 14 days
after itz implantation [1.2]. The estrus cycles were checked with vaginal smears and dosage of plasmatic
progesterone with the Minividas® machine (Biomérieux). Vaginal pH was measured against the vaginal left
wall, abways at the same spot, using a surface pH electrode (SI analyties Scienceline 1.39). The vaginal pH
during anestrus is over 7 but drops sharply during proestrus, reaching pH values around 6. The vaginal pH
remains low during owvulation and a few days (4 to €) after (egr pH=6,02+0.16 when
progesterone=7,19+1 31). Then it starts to increase progressively again, to reach similar pH valves as those
obtained during the anestros (eg: pH=6,61=0.22 when progesterone=43 42+3 68), highlighting the end of the
fertile period. Concluzively, a sharp drop of the vaginal pH is obzerved during the proestrus and estrus of the
bitch. Menitoring the vaginal pH could be a new method to follow the estrus cyele.
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MODIFICATION DU SEXE-RATIO AVEC UNE ALIMENTATION ENRICHIE EN
MINERAUX CHEZ LA CHIENNE.

RESUME

Les éleveurs canins ont souvent des préférences concernant le sexe des chiots a naitre.
Partant d’une croyance populaire selon laquelle I'alimentation de la femme peut conditionner
le sexe de son futur enfant, nous avons cherché a la vérifier chez la chienne. Le pH vaginal est
'un des facteurs sur lequel I'alimentation pourrait agir, modifiant ainsi I'environnement
vaginal induisant une fécondation préférentielle de I'ovocyte par un type de spermatozoide
(X ou Y). Nous avons nourri sept chiennes Beagle avec un complément alimentaire contenant
notamment du calcium, du magnésium et de la vitamine D3, et mesuré leur pH vaginal au
cours de leur cycle cestral. Ces pH sont ensuite comparés a ceux obtenus lors de cycles cestraux
pendant lesquels les chiennes ne sont pas complémentées. Nous n’avons pas mis en évidence
de différence significative entre les pH vaginaux des chiennes complémentées et ceux de
celles qui ne I'étaient pas. En revanche, nous avons mis en évidence une chute marquée du
pH vaginal lors du procestrus. Ce dernier remonte ensuite progressivement a partir de
I’ovulation, jusqu’a atteindre des valeurs similaires a celles obtenues avant le procestrus. Cela
n’a jamais été décrit auparavant chez la chienne. Une telle découverte ouvre de nouvelles
perspectives dans le domaine de la reproduction canine, notamment dans le suivi du cycle
sexuel de la chienne.

MOTS CLES : Sex-ratio, Alimentation, Chienne, Chien, pH, Calcium, Magnésium, Complément
alimentaire, Minéraux du régime, Cycle cestral, Nutrition, Reproduction, Animaux males,
Animaux femelles.
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