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RESUME :

Dans un premier temps, [’auteur rappelle les principales indications de 1’insémination
artificielle en semence congelée (IAC), puis décrit la technique et les principes de sa
réalisation. Il dresse ensuite un bilan des résultats obtenus au CERCA (centre d’étude en
reproduction des carnivores de 1’école vétérinaire d’Alfort) sur une période de 5 ans de
2001 a 2006 en fonction des parametres pouvant avoir une influence sur la réussite des
IAC. L’analyse de ces résultats, dans le but de proposer des améliorations possibles de la
technique utilisée, montre la nécessit¢ dune méthode rigoureuse afin d’obtenir un
maximum de succes, c’est-a-dire d’augmenter la fertilit¢ et la prolificité. Un suivi de
chaleur le plus précis possible, I'utilisation d’une semence de trés bonne qualité et la

sélection d’une femelle ayant de bonnes performances de reproduction sont nécessaires.
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ARTIFICIAL INSEMINATION WITH FROZEN SEMEN IN DOGS:
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SUMMARY::

In a first part, the author points out the main indications for artificial insemination with
frozen semen, then she describes the technique and the principles of its achievement. She
subsequently draws up an assessment of the results obtained at the CERCA (Centre for
Reproduction at the French Veterinary School of Maisons-Alfort) over a 5 year period (2001
to 2006) in respect with the parameters which may have had an influence on the results of
the insemination. The analysis of these results, with the aim to propose possible
improvements to the technique, shows the need for a rigorous method in order to obtain a
maximum success rate, i.e. to increase fertility and prolificity. A follow-up of the bitches
heats as precisely as possible, the use of very good quality semen and the selection of a

female having a good track-record of reproduction performances appear necessary.
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Introduction

L’insémination artificielle en semence congelée est une technique pratiquée par des
vétérinaires spécialisés. Elle est utilisée assez rarement chez le chien, dans des indications

particuliéres et par une clientele travaillant le plus souvent dans I’élevage.

Les produits issus de ces inséminations sont généralement de trés bonne qualité génétique et
acquierent une grande valeur. L’insémination artificielle en semence congelée (IAC) permet
ainsi une amélioration des races et des lignées trés intéressante pour les éEleveurs
sélectionneurs. En effet, il est possible de croiser des chiens séparés géographiquement mais
aussi dans le temps. Un ¢éleveur, ayant un male dont les caractéres génétiques et
phénotypiques sont trés positifs, aura ainsi la possibilit¢é de conserver ses qualités de
reproducteur en congelant sa semence. Plus tard, s’il obtient une femelle dont les aptitudes
sont exceptionnelles, il pourra alors I’accoupler artificiellement avec ce male. L’TAC est donc

un outil de sélection extraordinaire.

L’TAC est un procédé tres délicat dont la réussite est encore trop souvent aléatoire. La volonté
d’améliorer ces résultats a conduit a quelques études dont le but est de trouver une méthode

fiable c’est-a-dire d’obtenir un taux de réussite optimal et une taille de portée convenable.

Le CERCA (Centre d’Etude en Reproduction des carnivores d’Alfort) est un des principaux
centres de congélation de semence canine en France. L’étude des dossiers du CERCA permet
ainsi d’accéder a des données concernant un nombre important d’IAC. Le but de ce travail est
de présenter et d’analyser les résultats des IAC pratiquées en s’intéressant a tous les détails et
caractéristiques qui pourraient améliorer ceux-ci et en les comparant avec ceux publiés dans la

littérature mondiale.

Dans un premier temps, nous expliquerons les principes d’une insémination en semence
congelée, la technique nécessaire, ses indications et ses limites. Puis nous présenterons les
résultats du CERCA en fonction des paramétres pouvant avoir une influence sur la réussite
des IAC. Enfin nous discuterons de ces résultats et proposerons des améliorations possibles de

la technique utilisée.
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Premiere partie: étude bibliographique

1 L’INSEMINATION ARTIFICIELLE EN SEMENCE
CONGELEE (IAC) CHEZ LE CHIEN: PRINCIPES
GENERAUX

1.1 Historique

La premiére insémination artificielle dans 1’espece canine a été relatée en 1787, d’aprés
Badinand (3). Deux cent ans plus tard, en 1969, est pratiquée la premicre insémination
artificielle en semence congelée aux U.S.A. (47). En France, la premiére tentative date de
1982. (3)

Jusqu’en 1989, moins de 500 inséminations en semence congelée chez la chienne ont été
réalisées dans le monde (24). L’amélioration des techniques de congélation depuis 1970,
permettra a cette méthode de devenir de plus en plus courante dans le monde de 1’¢levage.

1.2 Indications
La semence congelée donnant de moins bons résultats que la semence fraiche (3), elle est
réservée a quelques cas précis.

1.2.1  Conservation du patrimoine génétique
L’TAC permet de conserver le patrimoine genéetique d’un chien aprés sa mort ou d’un chien
subissant un traitement qui risque de le rendre infertile (médical ou chirurgical).

1.2.2  Etalon indisponible
Suite a une maladie, un accident, ou un déces.

1.2.3  Sauvegarde des races a petit effectif
Comme cela se pratique couramment chez les bovidés, porcins et les asins (16).

1.2.4  Conservation des lignées

L’TAC permet de maintenir la diversité génétique d’une race. Les pratiques d’élevages
montrent que, parfois, I’engouement pour un étalon exceptionnel fait que presque tous les
reproducteurs de la race font partie de sa descendance. Si un autre étalon le détrone ou plus
gravement, si des maladies génétiques apparaissent, il est bon de pouvoir retrouver et
développer rapidement d’autres lignées.

1.25  “Retrempe”
La possibilité d’utiliser sur une lice la semence de ses ascendants de deux ou trois générations
est un atout pour les éleveurs voulant maintenir au plus haut la qualité de leurs produits.
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1.2.6  Echanges internationaux

Les échanges internationaux permettent le rapprochement entre un male et une femelle
¢loignés géographiquement. De plus, dans les pays protégés par une barriére sanitaire
rigoureuse, limitant de maniére drastique 1’introduction d’animaux sur leur territoire, I'TAC
permet néanmoins de préserver une certaine variabilité génétique. C’est le cas par exemple de
certains Départements et Territoires d’Outre-mer, du Royaume uni, des Pays nordiques et de
I’Océanie (Australie, Nouvelle-Zélande).

1.2.7  Conclusion

L’insémination artificielle chez le chien ne saurait supplanter I’accouplement. La semence
congelée ne peut étre utilisée que dans des cas bien précis, déterminés par les éleveurs eux-
mémes. Les indications de cette méthode de reproduction sont limitées. Cependant du point
de vue de la sélection genétique, elle reste extrémement intéressante.

1.3 Congelation de la semence

Avant de réaliser 'AC, la semence aura été congelée parfois de nombreuses années
auparavant. Cette étape joue un role important dans la réussite de I’TAC en influant sur la
qualité du sperme.

1.3.1  Principes généraux et effet de la congélation sur les spermatozoides (25)

La congélation nécessite une qualité minimale du sperme : celle-ci ne se fera que pour des
semences ayant une mobilité individuelle supérieure a 70 % et un nombre d’anomalies
inférieur a 30 %.

Un choc thermique se produit entre +15°C et 5°C. Celui-ci provoque un endommagement
cellulaire qui a pour conséquences une diminution de la mobilité (Cf tableau 1), des 1ésions
des acrosomes et une perméabilisation des membranes. On peut protéger les spermatozoides
de ce choc en ajoutant des lipoprotéines (en pratique : du lait ou du jaune d’ceuf).

Il peut aussi y avoir formation de cristaux de glace en raison du phénomeéne de surfusion a
la température de cristallisation. Au niveau cellulaire, on observe une déshydratation de la
cellule par osmolarité. Si la congélation de la cellule est trop rapide, des cristaux de glace se
forment alors dans la cellule. Si la congélation est trop lente, il y a un effet « solution »
(déshydratation).

La congélation est donc responsable, au niveau cellulaire, de Iésions membranaires,
acrosomiales, de I’ADN, des mitochondries et des microtubules. La congélation est
responsable d’un déclin de la mobilité, et d’une diminution de I’aptitude a féconder des
spermatozoides.
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Tableau | : Mobilité des spermatozoides de chiens conserves a 4°C apreés congélation
ou a lI’état de semence fraiche. (24).

Mobilité

Temps (heures) Semence congelée Semence Fraiche

0 65 100

24 92

48 37

72 18

96 0

Ce tableau montre que la congélation entraine une diminution de la mobilité du sperme : la
mobilité, des spermatozoides ayant été congelés, est inférieure a celle des spermatozoides
contenus dans de la semence fraiche.

1.3.2  Centrifugation

On cherche en effet a concentrer au maximum les spermatozoides car un reflux peut survenir
lorsqu’un trop grand volume est inséminé. Pour cela on aura déja lors du prélevement séparé
les différentes phases de 1’¢jaculat afin de ne garder que la seconde phase: la phase
¢épididymaire (25).

La centrifugation se fait a 600 a 700 g pendant 5 & 10 minutes. On enléve le surnageant et on
garde le culot de spermatozoides (0,2 a 0,4 mL). La centrifugation permet d’éliminer I’exces
de fluide prostatique. Sirivaidyapong et al. (46) ont en effet montré qu’un exceés de fluide
prostatique a un role déléteére sur les spermatozoides apres décongélation. On aura donc tout
intérét a séparer les phases lors du prélévement et a centrifuger systématiquement la semence
avant de procéder a sa dilution avant congélation.

1.3.3  Dilution

Il faut diluer la semence, puis procéder a I’équilibration a 4°C pendant au moins une
heure. L’équilibration consiste a laisser pendant un certain temps les spermatozoides et le
dilueur en présence afin de favoriser la pénétration du glycérol dans les cellules et ainsi de les
protéger. Celle-ci s’effectue a basse température pour diminuer les processus métaboliques
préjudiciables a une longue survie des spermatozoides et afin de minimiser la toxicité du
glycérol qui augmenterait avec la température. (14).

On utilise en général du glycérol (4 a 7 % selon les techniques). Celui-ci assure une
protection mécanique (diminution de la température de cristallisation, cristaux de glace plus
ronds) et une protection biochimique (moins d’effet de déshydratation cellulaire en se
concentrant dans la cellule et protection des membranes). Cependant ce cryoprotecteur est un
peu toxique pour les spermatozoides et entraine une diminution de la qualité du sperme.

On utilise également d’autres substances : TRIS (tampon ionique), le citrate (tampon pH), le
glucose et le fructose (substrats énergétiques), des antibiotiques, parfois I’ Equex STM Paste
(SDS) (utilis¢ au CERCA), des protecteurs de membrane (permettant d’allonger la survie des
spermatozoides apres décongélation)(25).
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Au CERCA, le protocole actuel utilise 2 étapes de dilution (25).

A température ambiante (22°C), on utilise I’ UPPSALA EQUEX EXTENDER-1, fabriqué au
CERCA, dont voici la composition :

Tableau 11 : Composition quantitative du diluant UPPSALA EQUEX EXTENDER-1,
utilisé au CERCA.

INGREDIENT | QUANTITE

TRIS

Acide citrique
Fructose
Streptomycine

Benzyl p.c
Glycérol

Equex

Jaune d’oeuf
Eau distillée gsp

La seconde dilution (composition du diluant ci-dessous) a lieu au minimum apres 1 heure
d’équilibration a 4°C.

Tableau 111 : Composition quantitative du diluant UPPSALA EQUEX EXTENDER-2,
utilisé au CERCA.

TRIS

Acide citrique
Fructose
Streptomycine
Benzyl p.c
Glycérol

Equex

Jaune d’oeuf
Eau distillée gsp

L’utilisation d’une dilution semble intéressante lors de la congélation de la semence. En effet,
Linde-Forsberg et al. (27), Pena et al. (37) obtiennent de meilleurs taux de réussite en utilisant
une semence dont le procédé de congélation inclut une dilution.

1.3.4 Conditionnement

Le conditionnement peut varier : paillettes de 0,25 a 0,5 mL, ou des pellets.
On rajoute de I’air dans les paillettes avant de les fermer afin qu’elles ne puissent éclater lors
de la congélation.
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D’aprés Nothling (35), 1'utilisation de paillettes de 0,5 mL au lieu de 0,25 mL permet d’avoir
5,7 % de spermatozoides mobiles en plus, 60 min apres décongélation, et 6,5 % d’anomalies
acrosomiales en moins.

1.3.5  Stockage et transport
La conservation se fait dans de I’azote liquide a -196°C

Figure 1 : Conservation des paillettes dans un conteneur d’ azote liquide.

Fontbonne A. ©

1.3.6  Concentration finale optimale

La concentration finale est souvent de 100 a 200 millions de spermatozoides par mL soit 50 &
100 millions par paillettes de 0,5 mL (33). D’aprés Pena et al. (37), les meilleurs résultats
apres décongélation sont obtenus pour des concentrations de 200 millions de spermatozoides
par millilitre.

1.3.7  Conclusion

La congélation de la semence est responsable d’une diminution de son pouvoir fécondant.
Chaque étape (centrifugation, dilution, conditionnement, stockage) doit étre menée le plus
rigoureusement possible afin de minimiser cette diminution.

1.4 Décongélation
Figure 2 : Décongélation de la semence.

=\ =

Fontbonne A. ©

La décongélation a lieu suivant les cas dans un bain marie a 70°C ou 37°C
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1.41  Température et temps de décongélation

Si on se réfere aux conclusions de Nothling et Schuttleworth (35), la température idéale de
décongélation est de 70°C pendant 8 secondes (paillettes de 0,5 mL), puisque le pourcentage
de spermatozoides mobiles a cette température, 60 min apres décongélation, est plus élevé
qu’avec une décongélation a 37°C pendant 2 min.

Cependant, en pratique, il est beaucoup plus facile de plonger les paillettes dans de 1’eau a
37°C, dans laquelle elles peuvent rester éventuellement plus longtemps, alors qu’une
température de 70°C est rapidement létale si on laisse trop longtemps les paillettes a cette
température.

Les pellets sont plongés dans 0,5 mL de soluté physiologique de NaCl ou de citrate a 37°C
d’apres Platz et Seager, (36).

1.4.2  Dilution aprés décongélation

Une dilution apres décongélation n’est pas obligatoire et systématique. Seulement, celle-ci
permet de diminuer les effets toxiques du glycérol et du SDS (éventuellement ajouté lors de
la dilution). Pena et al. (37) ont ainsi obtenu de bons résultats en diluant leurs paillettes de 0,5
mL a 100 millions de spermatozoides dans un milieu de décongélation (tampon a base de
TRIS) avec un rapport de un pour quatre.

1.4.3  Mise en ceuvre de la décongélation lors d’une IAC

Au CERCA, la décongélation de la semence ne Sera mise en route que lorsque le col utérin
est cathétérisé et la sonde mise en place ( pour éviter de décongeler des paillettes qu’on ne
parviendra pas a mettre dans ’utérus). Cette intervention préalable peut durer plusieurs
minutes.

Les paillettes de 0,5 mL conservées dans 1’azote liquide sont plongées dans 1’eau d’un bain-
marie (par exemple) a 37°C pendant 30 secondes.

Elles sont ensuite essuyées avec une feuille de papier buvard et leurs extrémités sectionnées,
de fagon a récupérer le sperme décongelé. Ce dernier est déposé dans un tube a hémolyse, sec,
propre, sans trace d’antiseptique ou de détergent, placé au préalable dans un portoir de fagon a
tremper dans 1’eau du bain-marie a 37°C.

On conseille d’inséminer chaque fois avec un minimum de 150 millions de spermatozoides
mobiles. Chaque paillette contient au total 50 a 100 millions de spermatozoides (morts ou
vivants); le pourcentage de spermatozoides mobiles doit €tre connu ou estimé, afin de
déterminer le nombre de paillettes utiliser.

Celui-ci varie selon les chiens et les éjaculats. Il doit étre supérieur a 50%, sinon il vaut mieux
recourir & I’LA. intra-utérine a la faveur d’une laparotomie. En effet cette technique permet
d’utiliser du sperme congelé de mauvaise qualité avec des résultats convenables (45).

1.4.4  Les effets de la fraction prostatique

Les effets de la fraction prostatique sont encore peu clairs et controversés.

Nous avons vu que la fraction prostatique avait une action néfaste sur la longévité des
spermatozoides. (Cf. 1.3.2.)
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Hori et al. (23) ont prélevé des spermatozoides directement dans la queue de I’épididyme
pour réaliser des inséminations intra-utérine en semence congelée (les spermatozoides n’ont
alors pas eu de contact avec la phase prostatique). Ils ont ensuite comparé leurs résultats de
fertilité apres ajout de la phase prostatique ou non. Ils ont alors montré que la sensibilisation
des spermatozoides avec la phase prostatique augmentait de facon significative le pouvoir
fertilisant de la semence (Les taux de réussite étant de 20 % sans sensibilisation et 80 % avec
sensibilisation.)

On remarque donc ici que la sensibilisation des spermatozoides par les sécrétions
prostatiques lors de I’¢jaculation augmente leur pouvoir fertilisant.

Nizanski (31) ont rajouté un peu de phase prostatique avant d’inséminer des chiennes en
semence congelée. Les taux de gestation, et la taille des portées étaient diminués lors de
I’ajout de la phase prostatique (I’insémination avait été réalisée avec un cathéter Osiris® en
intra vaginal).

L’intérét de I’ajout de la phase prostatique aprés décongélation n’est donc pas
recommandé pour ces auteurs.

145  Conclusion

La décongélation est réalisée en routine a 37°C au bain-marie. La dilution aprés décongélation
est recommandée pour la protection de spermatozoides.

La décongélation est une technique délicate ou chaque erreur de manipulation peut étre a
I’origine de la dégradation d’une semence parfois précieuse.

1.5 Contr6le du sperme

Apres la décongélation du sperme, sa mobilité est vérifiée au microscope sur une platine
chauffée a 37°C et est utilis¢ immédiatement pour I’insémination d’une chienne.

Un contr6le préliminaire (test de décongélation), suite & la congélation et avant le
stockage, est nécessaire afin de vérifier que la semence a bien supporté la congélation. On
décongele donc une paillette parmi I’ensemble des paillettes congelées avec un ¢jaculat, et on
vérifie la mobilité du sperme aprés décongélation. Si celle-ci est trop faible, le sperme ne
pourra pas &tre utilisé pour une insémination et il est inutile de conserver plus longtemps les
paillettes restantes.

En général, les centres ne gardent la semence que si le test est supérieur ou égal a 50 %
de mobilité aprés décongélation.

On peut ainsi avoir une prévision sur le nombre de spermatozoides qui seront vivants apres
décongélation et connaitre le nombre d’I.A. possibles. Pour une IA, il faut 150 millions de
spermatozoides mobiles.
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2 DETERMINATION DU MOMENT OPTIMAL DE
L’ INSEMINATION ARTIFICIELLE EN SEMENCE
CONGELEE CHEZ LA FEMELLE

La survie du sperme apres décongélation est courte de I’ordre de 12 a 24 h. (9) Pour avoir
des chances raisonnables de gestation, il faut suivre la chienne dés la fin du preestrus, de
maniere a déterminer précisément le moment de I’ovulation et d’inséminer au moment
optimum.

2.1 Rappels sur la physiologie du cycle sexuel de la chienne

2.1.1  Les différentes phases du cycle

Le cycle sexuel de la femelle est divisé en 4 phases. Le proestrus, I’cestrus, le metcestrus, et
I’ancestrus.

2.1.1.1  Le preestrus

Il dure de 3 a 20 jours, 10 jours en moyenne (15). Celui-ci est caractérisé par des signes
extérieurs de chaleurs sans acceptation du male. La chienne attire les males.

Au cours de cette période, il y a une diapédése des globules rouges a travers la muqueuse
utérine, responsable des saignements vulvaires. Les cellules de I’épithélium vaginal se
différencient et se chargent en kératine (épaississement de I’épithélium vaginal).

2.1.1.2 L’oestrus

Il dure de 1 a 10 jours (7 jours en moyenne) (15) et est caractérisé par |I’acceptation du
male. L’ovulation se produit a environ 2 jours aprés le pic de LH. Chez la chienne, les
ovocytes au moment de 1’ovulation n’ont pas terminé leur méiose et reprennent leur
maturation pendant environ 2 ou 3 jours avant de devenir fécondables (39).

2.1.1.3 La phase lutéale : metcestrus et dicestrus
Elle dure environ 2 mois et est caractérisée par I’installation et la sécrétion de progestérone
par les corps jaunes (15).

2.1.14 L’ancestrus
C’est une phase de repos sexuel apparent qui dure de 3 @ 9 mois (15).

2.1.2  Les hormones du cycle cestral
Le cycle sexuel est sous contréle hormonal. Cette régulation fait intervenir le systéme nerveux
central, I’antéhypophyse et les gonades.
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2.1.2.1  Les oestrogénes

Ce sont des hormones stéroides sécrétées par les follicules ovariens durant 1’cestrus. Les
oestrogenes sont responsables de la congestion et de I’cedéme de la vulve et du vagin ainsi
que de I’hyperplasie de I'utérus. IlIs augmentent la contractilité utérine qui favorise
I’ouverture du col. Ils sont aussi responsables de la croissance de I’épithélium vaginal
accompagnée d’une kératinisation et d’une desquamation des cellules de la couche épithéliale
superficielle.

Les oestrogénes sont responsables des manifestations comportementales des chaleurs.

Les sécrétions d’cestrogenes sont trés augmentées 24 h avant le pic de LH.

2.1.2.2  Laprogestérone

Elle est principalement secrétée par les corps jaunes et plus faiblement par les follicules
ovariens.

La lutéinisation pré-ovulatoire est une particularité propre a la chienne. La sécrétion de
progestérone débute quelques jours avant [’ovulation. Puis au bout de 40 jours, la
progestéronémie décline progressivement jusqu’a un taux basal avec une chute brutale 24 a 48
heures avant la mise bas.

2.1.2.3 Schémas récapitulatifs des variations hormonales au cours du cycle cestral de
la chienne

Figure 3 : Schémas récapitulatifs des variations hormonales au cours du cycle cestral de
la chienne (15).
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On remarque qu’il n’existe pas de différence significative du taux hormonal de
progestérone d’une chienne gestante par rapport a une chienne non gestante.

2.2 Méthode de détermination de la date d’ovulation

2.2.1  Les signes extérieurs de chaleurs

Pendant 1’oestrus, en parallele avec la diminution du taux d’cestrogénes, on observe un

ramollissement vulvaire.

Les saignements vulvaires peuvent aussi donner quelques indices. En effet, pendant le

preestrus, les saignements sont généralement assez abondants puis diminuent au moment de

I’cestrus. En fin de chaleurs, ils peuvent redevenir abondants.

Figure 4 : Intensité des saignements vulvaires du début a la fin des chaleurs,détectée
indirectement grace a I’aspect du coton des écouvillons, ayant servi a réaliser les frottis

vaginaux. Fontbonne A. ©
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L’aspect de I’écouvillon peut apporter une indication rapide ; de gauche a droite :
e Ecouvillon rose ou rouge: la chienne est vraisemblablement en chaleur,
probablement en preestrus.
e Ecouvillon marron *'sale™ : la chienne entre probablement en metcestrus.
e Ecouvillon trés propre : la chienne peut étre en cestrus comme en ancestrus.

2.2.2  Observation des sighes comportementaux

2.2.2.1  Acceptation du male par la femelle

C’est un signe tres fruste. En effet, celle-ci peut se produire aussi précocement que 3 jours
avant I’ovulation, aussi tardivement que 5 jours aprés 1’ovulation (26). L acceptation du male
n’est donc pas un bon critére de détection du moment optimal d’insémination.

2.2.2.2  Acceptation de la femelle par le male
Certains males semblent pouvoir détecter les femelles qui sont dans leur période fertile.
Cependant ce critere est trés approximatif et non fiable.

2.2.3  Frottis vaginaux et cytologie vaginale
Au cours des chaleurs, I’épithélium vaginal se modifie sous I’influence des sécrétions
d’cestrogenes.

2.2.3.1 Realisation du frottis vaginal

e Prelévement.
Le prélévement est réalisé a 1’aide d’un écouvillon d’une quinzaine de centimétres de long
légerement humidifié avec du sérum physiologique de manicre a récolter plus de cellules.
Celui-ci est introduit dans la vulve d’abord verticalement puis est progressivement basculé
a I’horizontal et enfoncé jusqu’au milieu du vagin. Aprés quelques mouvements de rotations,
il est retiré lentement vers I’arriere.

Figure 5 : Réalisation d’un écouvillon vaginal.

Fontbonne A. ©
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e Etalement

Le prélévement est étalé sur une lame propre en faisant rouler I’écouvillon. On réalise ainsi
trois ou quatre lignes parall¢les.

e Fixation et coloration

Le frottis est immédiatement fixé par un mélange alcool éther puis coloré. La coloration de
type Harris Shorr est préférentiellement utilisée au CERCA. Cette méthode de coloration
polychrome permet en effet de distinguer les cellules kératinisées acidophiles (Rouge
orang¢) des cellules non kératinisées basophiles (Bleu).

La coloration May-Griinwald-Giemsa peut aussi étre utilisée. Elle permet de bien visualiser
les hématies et les polynucléaires mais ne permet pas de calculer 1’index éosinophilique
(pourcentage de cellules kératinisées).

2.2.3.2  Lecture du frottis vaginal

L’observation microscopique se réalise en deux temps.

Au grossissement x100, on détermine I’aspect général du frottis, la coloration dominante.
Au grossissement x400, on identifie les cellules observées (couleur, taille, forme, aspect du
noyau).

> Les différents types de cellules observées sur frottis vaginal
0 Les cellules parabasales
Ce sont de petites cellules avec un grand rapport nucléo-plasmique. Le cytoplasme est
basophile.

Figure 6 : Frottis de cellules parabasales.

Fontbonne A. ©

0 Les cellules intermédiaires
Elles font en général deux fois la taille d’une cellule parabasale avec un noyau de la méme
taille. Leur contour est irrégulier et leur coloration est acidophile ou basophile selon le
moment du prélévement.
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Figure 7 : Frottis de cellules intermédiaires.

Fontbonne A. ©

o0 Les cellules superficielles
De contours irréguliers et de coloration acidophile, ces cellules sont les plus grandes de
Iépithélium vaginal. Le noyau n’est plus visible.

Figure 8 : Frottis de cellules superficielles.

Fontbonne A. ©

0 Les hématies
Elles sont visibles sur le frottis pendant les chaleurs. Leur quantité est plus importante
au début des chaleurs

o0 Les leucocytes
IIs sont visibles en début de métoestrus.

» Modification de la cytologie vaginale au cours du cycle sexuel

Ancestrus : Cellules parabasales. Les cellules sont peu différenciées, elles sont peu
nombreuses.
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Figure 9 : Epithélium vaginal lors de I’ ancestrus.

Ancestrus

Cellules parabasales

Fontbonne A. ©
Proestrus : Cellules petites et grandes intermédiaires, hématies. Différentiation des cellules

vaginales et apparition de cellules chargées en kératine. Les hématies sont en général
nombreuses. Le fond du frottis a un aspect sale.

Figure 10 : Epithélium vaginal lors du preestrus.
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hematies

i~ Cellules intermédiaires

- Cellules parabasales

Fontbonne A. ©
Qestrus : Cellules superficielles kératinisées en grand nombre, cellules intermédiaires. On
observe plus de 90 pour cent de cellules superficielles. Le fond du frottis est propre.

Figure 11 : Epithéelium vaginal lors de oestrus.
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Meteestrus : Cellules parabasales et polynucléaires neutrophiles. La coloration auparavant

acidophile devient basophile. Le fond du frottis est sale. Des neutrophiles peuvent étre
présents.
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Figure 12 : Epithélium vaginal lors du metoestrus.
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Fontbonne A. ©

2.2.4  Intéréts et limites des frottis vaginaux

Cette méthode est facile a mettre en ceuvre et peu contraignante. Cependant la cytologie
vaginale n’est pas toujours aussi caractéristique de chaque phase du cycle comme nous
I’avons décrit plus haut. Les frottis vaginaux s’averent de bons indicateurs du déroulement
des chaleurs mais sont insuffisants seuls pour la détermination du moment de I’ovulation.
Leur utilisation reste donc indissociable des dosages de progestérone.

2.2.5  Taux hormonaux

2.2.5.1 Evolution de la progestéronémie au cours du cycle sexuel

Le taux plasmatique de la progestérone en période pré-ovulatoire passe de moins 1 ng/mL a
une valeur comprise entre 1 et 2,5 ng/mL (17). Cette premiére augmentation
correspondrait au pic pré-ovulatoire de LH.

La progestéronémie atteint 2 ng/mL dans les 24 heures qui suivent le pic de LH. On sait que
I’ovulation a lieu environ 48 h aprés le pic de LH mais cependant on ne peut pas arréter les
dosages a ce moment la car la progestéronémie n’est pas vraiment un moyen fiable pour
détecter le pic de LH.

Dans 1’¢état actuel des connaissances, il est impossible de dire qu’une chienne est fécondable
pour un taux précis de progestérone. Par contre la valeur de la progestéronémie a
I’ovulation est assez constante (autour de 5 a 6 ng/mL) (28).0On se référe donc au moment de
I’ovulation et on attend un minimum de 48 heures pour inséminer.

Aprés ovulation le taux de progestérone continue d’augmenter. Une valeur de 15
nanogrammes par mL semble suffisante pour maintenir une gestation.

En pratique, il est donc intéressant de combiner les frottis vaginaux et les dosages de
progestérone. On commence par contrdler la chienne par frottis vaginal dés le 5-6°" jour des
chaleurs. (Cf. figure 13 ci-dessous).
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Figure 13 : Conduite a tenir lors d’un suivi de chaleur (15).
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2.2.5.2 Meéthodes de dosage

» Meéthode semi-quantitative par seuil
Celle méthode fait appel a des kits ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay). On
obtient le résultat en quelques dizaines de minutes. C’est la méthode souvent utilisée dans les
cliniques vétérinaires. On obtient une information qualitative ou semi quantitative.
Cependant ces tests ne permettent pas d’avoir une information précise sur le taux exact de
progestérone.

» Meéthode quantitative
Cette méthode fait intervenir des tests radioimmunologiques. La valeur de la progestéronémie
prise comme témoin de 1’ovulation est estimée a 5,44 ng/mL (20). Cette méthode est plus
fiable mais nécessite d’étalonner d’abord son laboratoire ou de posséder sa propre machine a
progestérone (colteuse). Pour étalonner son laboratoire, il faut envoyer en méme temps les
prises de sang au laboratoire de référence et au laboratoire a tester.

2.2.6  Résistivité du mucus vaginal

La conductance du mucus évolue au cours du cycle, seulement il existe des variations
importantes de la conductance lors de sa mesure. L’idéal est de faire mesurer la
conductance du mucus vaginal a la méme heure, au méme endroit par le méme
manipulateur. De plus I'utilisation de la méme sonde pour toutes les chiennes favorise la
transmission des maladies.

2.2.7  Relation avec le pic de LH (Luteinising Hormone)

Le dosage de la concentration plasmatique de LH apparait comme le meilleur indicateur
de I’ovulation selon Wright (55). L’ovulation se situe en moyenne 48 heures apreés le pic
de LH.

Seulement cette méthode est tres astreignante et nécessite un minimum de 2 prises de sang
par jour tres tot dans le cycle. De plus ce dosage trés spécifique est peu disponible et coliteux.
C’est pourquoi le dosage de la progestérone émis est utilis¢é comme indicateur de 1’ovulation.
Si on se base sur la survenue du pic de LH, la période optimale d’insémination se situe
approximativement le 4™ jour aprés le pic d’aprés Shimasu et al. (44).

2.2.8  L’échographie ovarienne

L’échographie ovarienne nécessite 1’utilisation d’échographes perfectionnés (avec des sondes
de 7,5 a 12 MHz). Elle demande une technicité importante de la part de 1’échographiste et
surtout, n’est réalisable que sous la forme d’un suivi échographique et d’examens
rapprochés. Le jour de I’ovulation peut ainsi étre déterminé de maniére précise mais
nécessite un suivi journalier par échographie (28). En effet I’aspect d’un follicule pré-
ovulatoire est trés proche d’un corps jaune en début d’évolution, d’ou la nécessité
d’échographier tous les jours.
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Les ovaires sont situés en position sous lombaire au niveau de la 3™ ou 4°™ apophyse
transverse lombaire, en regard du pole cranial du rein (I’ovaire droit étant plus cranial que le
gauche) et en contact avec la paroi abdominale. Les ovaires sont donc trés superficiels.

En ancestrus les ovaires sont difficiles a observer.

Au début des chaleurs apparaissent de petits follicules de 2 a 3 mm (8). Cf. figure 15 ci-
dessous).

Figure 15 : Ovaire en preestrus. Fontbonne A. ©
Les structures folliculaires ne sont pas encore bien délimitées et ont un aspect flou.
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En période pré-ovulatoire, la paroi de 1’ovaire est trés fine et les follicules sont de grande
taille environ 5 mm (8). (cf.figure 16 ci-dessous)

Figure 16 : Ovaire en période pré-ovulatoire. Fontbonne A. ©

La paroi, trés fine, donne une image a 1’échographie appelée en « nid d’abeille » (en rapport a
la ressemblance avec les alvéoles fabriquées dans la ruche, les follicules sont de grandes
tailles : 6 2 9 mm (8).

Lorsque I’ovulation a eu lieu, on remarque la disparition de certaines cavités folliculaires. Le
plus fréquemment, tous les follicules n’ovulent pas. Parfois on observe la présence de liquide
intra folliculaire entre I’ovaire et la bourse ovarique. On est alors trés proche de
I’ovulation. (cf.figure 17 ci-dessous)
Figure 17 : Ovaire post-ovulation : disparition des follicules. Fontbonne A. ©
Les follicules ont libéré les ovocytes et ne sont donc plus visibles.
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Apres ovulation, les corps jaunes sont visibles (paroi un peu plus épaisse).
L’échographie ovarienne est tres intéressante pour detecter avec précision la date
d’ovulation lors d’insémination en semence congelée (8).

2.2.9  Endoscopie vaginale

L’examen par endoscopie permet d’observer I’aspect de la muqueuse vaginale au cours du
cycle.

Figure 18 : Appareil d’endoscopie vaginale. Fontbonne A. ©

En effet les contours, les secrétions présentes, et la couleur de la muqueuse sont modifiés au
cours du cycle.
» En ancestrus cette méthode est déconseillée. En effet, la muqueuse est alors fragile et
friable et facilement traumatisable par 1’endoscope. Celle-ci est alors rose et lisse.
» Lors du preestrus, la muqueuse est cedématiée, rose, recouverte de sérosité et de
sang. La lumiére du vagin est réduite. (cf.figure 19 ci-dessous)

Figure 19 : Muqueuse vaginale lors du preestrus vue par endoscopie. Fontbonne A. ©
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» cestrus : La muqueuse est rosée, plissée (plis profonds) et la lumiére vaginale est
nette. (cf.figure 20 ci-dessous)

Figure 20 : Muqueuse vaginale lors de I’cestrus vue par endoscopie. Fontbonne A. ©

» Metaestrus : la muqueuse est rose et peu plissée.
En reproduction, I’endoscopie vaginale est trés intéressante dans le suivi de chaleur et
I’insémination. Elle permet I’observation des plis vaginaux et une insémination intra-
utérine plus aisée. En effet, elle permet de visualiser directement 1’ostium lors de
I’insémination et est une méthode plus facile a maitriser.
En projetant ’image de 1’endoscope sur un écran, le propriétaire peut vérifier par lui-méme
nos manipulations.
Cette technique permet de donner des indications sur le déroulement des chaleurs mais ne
donne pas une évaluation précise du moment de 1’ovulation.

2.2.10 Conclusion

Lors d’insémination artificielle en semence congelée, la détection trés précise de la date
d’ovulation est primordiale pour la réussite de I'lAC. En effet, les spermatozoides
congelés, ont une durée de vie dans les voies génitales femelles limitée (9): la période
optimale d’insémination est donc plus courte. L’idéal est d’associer plusieurs techniques de
détection de I’ovulation. Le contréle direct de I’ovulation par échographie associé a des
dosages de progestérone est une méthode a préconiser lors d’insémination en semence
congelée.
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3 MISE EN PLACE DE LA SEMENCE LORS
D’INSEMINATION ARTIFICIELLE EN SEMENCE
CONGELEE

3.1 Choix du moment de I’insémination artificielle

La conduite a tenir concernant ce point n’est pas encore trés claire, et le moment
d’insémination différe selon les auteurs.

3.1.1 Rappel sur la physiologie des gamétes
e Legameéte male

Une fois déposés dans les voies génitales femelles, les spermatozoides vont mettre 20 minutes
pour atteindre 1’oviducte, lieu de la fécondation. Ils vont alors subir une maturation
(capacitation) qui nécessiterait environ 7 heures d’aprés Van Haaften (52). Cette maturation
est nécessaire a la pénétration dans 1’ovule.

Lorsque la semence a été congelée, la durée de vie des spermatozoides dans les voies
génitales femelles est réduite entre 12 et 24 heures (9).

e Le gameéte femelle

Les ovocytes primaires, forme immature, sont expulsés de I’ovaire 24 a 48 heures aprées le pic
de LH. La maturation nécessaire a la fecondabilité, requiert un minimum de 36 a 48
heures. Les ovocytes restent fécondables pendant 24 a 192 heures d’aprés Tsutsui (51).

3.1.2  Période optimale de fertilité

En sperme congelé, il faut inséminer lorsque les ovocytes sont fécondables c’est-a-dire au
minimum 48 h aprés I’ovulation et renouveler 24 h plus tard. Les interventions trop précoces
ou trop tardives se soldent par des échecs ou la naissance d’une portée réduite (34).

D’apres Concannon et al. (9), le pic de fertilité est obtenu lorsque les IAC sont réalisées 4 a 5
jours apres le pic de LH, c’est-a-dire 2 a 3 jours aprés I’ovulation.

Reynaud et al. (39), grace a des études de la maturation ovocytaire in vivo chez la chienne,
observe sa premiere métaphase I 54 heures aprés ovulation et la premiére fécondation 90 h
apres ovulation (cf.figure 21 ci-dessous).
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Figure 21: Maturation et fécondation des ovocytes in vivo par rapport a la date
d’ovulation. (Réalisation d’ovariectomie sur des chiennes de 17 h a 138 h apres
ovulation, les ovocytes sont collectés et observés au microscope).
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Dans cette étude récente, I’observation d’un ovocyte en métaphase II (fécondable) a lieu au
plus tot 54 heures apres ovulation. (39).Cela semble indiquer que I’IAC devrait étre réalisée
bien au-dela de 48 h apres I’ovulation.

De méme, Tsumagari et al. (50), obtiennent de bon résultats lors d’inséminations 5 a 7 jours
apres le pic de LH (80% de réussite 16/20 chiennes).

3.2 Technique d’insémination

L’insémination intra-utérine est vivement recommandée (9,18).

Le site d’insémination est en effet trés important. L’insémination en semence congelée dans le
vagin donne de moins bons résultats. Fontbonne et Badinand (18) obtiennent une fertilité¢ de
73,6 % et une taille de portée de 5,5 chiots en déposant la semence dans 1’utérus contre 52,6%
de fertilité et une taille de portée de 4,2 chiots en la déposant dans le vagin.

3.2.1  Anatomie du tractus génital femelle

La chienne a un appareil génital localisé en région pelvienne, mais également tres largement,
dans la cavité abdominale puisque les ovaires ne se déplacent pas caudalement dans cette
espece et restent positionnés en regard du pole caudal des reins. La disposition de cet appareil
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génital présente quelques particularités anatomiques que le praticien devra connaitre afin

d’appréhender sans probléme 1’insémination artificielle intra-utérine en sperme congelé.

Figure 22 : Anatomie de la partie terminale du tractus génital femelle. Guérin et al. (20).
©

3.21.1 Levagin

Le vagin est trés long dans cette espece (12 a 15 cm chez des sujets de taille moyenne) et sa
lumiére se rétrécit vers le col de 1’utérus. Il se caractérise par un vestibule long (5 a 6 cm)
dont I’orientation oblique vers le haut et vers I’avant, tranche nettement avec le reste du
vagin, beaucoup plus horizontal. Le dénivelé entre la commissure est en effet trés nettement
en dessous du niveau de la symphyse pelvienne, alors que le col est situé¢ dorsalement a cette
derniere. Cette dénivellation devra étre prise en compte lors de la mise en place de la sonde
d’insémination, mais en général, ce n’est pas un probléme pour le praticien. La paroi du vagin
est facilement mobilisable en raison de nombreux plis longitudinaux.

3.21.2 L’utérus

Chez la chienne, I'utérus est divisé¢ en deux cornes longues et étroites. Chez un animal de
taille moyenne, les cornes mesurent chacune environ 12 a 15 cm pour un peu moins d’un
centimetre de large. Elles se positionnent totalement en région abdominale.

Le col et le corps de I’utérus restent un obstacle majeur a franchir lors de I’insémination
intra-utérine en semence congelée. Le col est trés court (environ 2 cm de long). Le col est
situé en regard du détroit antérieur du bassin. L’ostium donnant acces au canal cervical est
entouré¢ de franges qui s’engrainent les unes aux autres, limitant I’accés au col. La disposition
particuliére du col implique donc au praticien désireux de cathétériser celui-ci de « repérer »
I’ostium. Apres avoir introduit la sonde jusqu’au cul de sac ventral du fornix, il faudra la
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retirer de quelques millimétres, en prenant soin de la garder dans le plan médian et en
appliquant une force verticale vers le haut afin de pénétrer Iorifice. Le canal cervical est
ensuite facile a traverser et le corps est court, de sorte qu’il est simple d’atteindre la
bifurcation des cornes utérines afin d’y déposer le sperme au niveau des cornes de ’utérus.

La connaissance anatomique précise de cette région du col de I'utérus est indispensable afin
de réaliser des inséminations artificielles dans de bonnes conditions chez la chienne.

3.2.2  Méthode par cathétérisme ou technique norvégienne d’Andersen
Cette technique nécessite un matériel simple (spéculum en plastique et sonde métallique pour
cathétériser I’utérus). Cependant elle demande une certaine dextérité.

Figure 23 : Matériel utilisé pour le cathétérisme utérin. Fontbonne A. ©

3.2.2.1 Contention de la chienne

Le cathétérisme de la chienne nécessite une contention du col par voie transabdominale a
I’aide d’une main et I’introduction de la sonde par les voies génitales avec I’autre main

(Cf. figure 24).

Il faut donc intervenir sur une chienne debout sur une table étroite, accessible de tous cotés.
La téte est tenue (muselicre si nécessaire) par le propriétaire de I’animal.

La chienne regoit si nécessaire 0,2 mg a 0,4 mg/kg de xylazine. La sédation dure en
moyenne, respectivement 24 a 35 minutes. La posologie la plus ¢élevée est adoptée chez les
animaux nerveux, inquiets ou excités. La xylazine serait cependant déconseillé selon certains
auteurs puisqu’il a une action sur les contractions vaginales. (Buff, communications
personnelles).

3.2.2.2 Cathétérisme du col utérin

En quelques secondes, la paroi abdominale est relachée et le col est palpable en avant du bord
antérieur du pubis (éventuellement 1’introduction par la vulve, jusqu’au fond du vagin, d’une
grosse sonde en plastique a bout rond, permet de mieux localiser le col).

L’opérateur étant placé a gauche de la chienne, le col est saisi entre le pouce opposé aux
autres doigts, paume de la main gauche au contact de la ligne blanche. On effectue une
rotation du conduit de vertical a horizontal.

La contention du col d’une seule main par la voie transabdominale est impossible chez les
chiennes de trés grande taille (40-60 kg) ou a paroi abdominale trés ferme comme certains
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Bouledogues anglais. L’alternative est alors I’insémination intra-utérine a la faveur d’une
laparotomie sous anesthésie.

Figure 24 : Méthode de cathétérisme utérin. Fontbonne A. ©

Repérage du col par palpation transbdominale ; introduire le cathéter au travers du canal cervical

Dans la plupart des cas, I’insémination par voie cervicale est possible. L’opérateur se déplace
en arriere de 1’animal et choisit une sonde en fonction de la taille de ’animal. Le col est
immobilisé avec les doigts de la main gauche.

Le guide en plastique a extrémité arrondie est introduit par la vulve de bas en haut,
cranialement, puis horizontalement dés que I’extrémité arrive sur le bassin et le plus
profondément possible jusqu’a ce qu’elle butte contre le col.

L’extrémité de la sonde est poussée vers le bas dans la portion ventrale du fornix, puis retirée
doucement en exercant une pression vers le bas avec la main droite de facon a ce que
I’extrémité distale de la sonde frotte contre le col pour découvrir I’ostium. Le col est alors
cathétérisé et I’extrémité de la sonde se retrouve dans le corps de ['utérus.

3.2.2.3  Mise en place de la semence

Le sperme est injecté doucement dans I’embout distal de la sonde d’insémination. Un
millilitre d’air a été préalablement aspiré dans la seringue et sera ensuite poussé dans la sonde
pour chasser tous les spermatozoides dans la lumiére du corps de 1’utérus.

3.2.2.4  Echec du cathétérisme cervical

Il est pratiquement impossible d’immobiliser le col par voie transabdominale chez les
chiennes trop grasses, trop musclées ou appartenant aux races géantes.

L’orifice cervical est parfois trop petit pour étre cathétérisé chez les femelles de races naines.
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Dans ces cas, on pourra recourir a une insémination artificielle intra-utérine a la faveur d’une
laparotomie sous anesthésie génerale. Cette technique plus onéreuse reste limitee aux cas
d’infertilité liés a des mauvaises qualités de semence. L’insémination sous endoscopie
peut aussi étre une alternative.

3.2.25  Avantages et inconvénients de la technique par cathétérisme

Cette méthode peut étre réalisee sans anesthésie. Le cott pour le client est moindre. On peut
se permettre de réaliser plusieurs inséminations. De bons taux de réussite ont été rapportés
par Fontbonne et Badinand(18).

Cependant cette méthode demande une certaine dextérité de I’inséminateur et peut étre
potentiellement dangereuse pour la chienne car le cathéter mal positionné peut traumatiser le
vagin.

3.2.3  Méthode par laparotomie

La méthode chirurgicale nécessite une anesthésie de 20 minutes environ. L’injection de
barbituriques ou I’inhalation de gaz anesthésiant précédée d’une prémédication a 1’atropine
peut étre utilisée. Un incision de 5 cm est réalisée a mi-chemin entre I’ombilic et la région
inguinale. Quand le chirurgien commence ’incision, un assistant commence a décongeler la
semence. L utérus est extériorisé. La semence est aspirée a 1’aide d’une seringue puis injectée
dans I'utérus. On utilise un cathéter plutét qu’une aiguille lors de I’injection : en effet, en
poussant la partie plastique du cathéter on peut vérifier qu’on se trouve bien dans la lumicre
de I'utérus.

Celui-ci est ensuite réintroduit dans 1’abdomen et la paroi suturée de maniére classique.

Cependant la date d’ovulation doit étre déterminée de manicre trés précise puisqu’il n’est pas
possible de réaliser plusieurs inséminations. Le colt est élevé et il existe un risque
anesthésique pour la chienne. Il se pose alors un probléme éthique sur le bien fondé de cette
technique. Cette méthode est d’ailleurs interdite en Grande Bretagne par exemple. Celle-ci est
trés utilisée aux Etats-Unis (lors de commande de semence dans ce pays, il faut d’ailleurs
bien spécifier la dose de spermatozoides demandée). En effet par insémination chirurgicale,
on utilise 50 a 80 millions de spermatozoides. Cette méthode permet donc d’inséminer plus de
chiennes a partir d’un seul éjaculat ou bien d’utiliser de la semence de mauvaise qualité.

3.24  Methode par endoscopie vaginale
Cette méthode permet la visualisation du vagin a 1’aide d’un endoscope. On utilise un cathéter
urinaire qui est introduit dans 1’ostium. La sédation est parfois nécessaire ainsi que
I’insufflation d’air dans le vagin. La chienne est debout et droite On fait passer
précautionneusement 1’endoscope le long des parois du vagin. Le cathéter urinaire est alors
passé a travers ’ostium en faisant tourner la sonde. Le cathéter est avancé aussi loin que
possible sans forcer. Et la semence est alors déposée.
Cette technique est trés intéressante. Elle ne se fait pas en aveugle, permet de minimiser les
traumatismes des voies génitales, et plusieurs inséminations peuvent étre réalisées dans le
méme cycle. Dans une étude de Wilson (54), 32 des 40 chiennes inséminées en semence
congelée par cette technique étaient gestantes.
C’est une technique d’avenir. Le propriétaire peut voir de lui-méme le passage de la sonde
dans I’utérus (cf.figure 25). La sonde urétérale longue permet de déposer la semence trés loin
dans les cornes. Cependant le colt du matériel est important.
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Figure 25: Passage de la sonde urinaire dans I’ostium utérin (Fontbonne A. ©)

3.25  Tranquillisation

L’utilisation de la xylazine pour tranquilliser la chienne a inséminer est une pratique qui
pourrait influencer de facon négative le taux de gestation en diminuant les contractions
vaginales et utérines (21). Dans les cas d’insémination intra-utérine, elle est parfois indiquée
car le dépdt de la semence par cathétérisme du col utérin nécessite une bonne
immobilisation de la chienne inséminée.

3.2.6  Conclusion

L’insémination artificielle en semence congelée chez la chienne s’avere étre une technique
délicate a mettre en ceuvre, en raison notamment de la nécessité de passer a travers le col de
I’utérus.

La connaissance de I’anatomie de cette région et la maitrise du protocole expérimental
permettent cependant d’obtenir de bons résultats.

3.3 Résultats

3.3.1  Fertilité

Les taux de fertilit¢ en semence congelée sont inférieurs aux taux de réussite obtenus avec
I’insémination artificielle en semence fraiche . En effet, la semence a été altérée par la
congélation, les spermatozoides décongelés conservent leur pouvoir fécondant durant 24
heures au plus, contre 5 ou 6 jours pour le sperme frais. La définition du moment de
I’insémination artificielle, doit correspondre exactement a celui ou les ovocytes sont mirs et
fécondables.

Thomassen et al. (49) sur une étude rétrospective sur 526 chiennes entre 1994 et 2003 ont un
taux de réussite de 73,1 %.

3.3.2  Prolificite

La différence des résultats entre les inséminations en sperme congelé et en sperme frais se
manifeste ¢également sur la prolificité. L’équipe suédoise, aprés comparaison race par race,
indique une baisse de 23 & 30 p.100 de la prolificité (27).
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3.4 Réglementation de I’'insémination artificielle

L’insémination est régie par le Code Rural, dans le cadre de la loi sur I’élevage et la
réglementation de la « monte publique », pour toutes les especes.
En France, la collecte de la semence, I’insémination artificielle en semence congelée ou
réfrigérée, doivent étre réalisées par des vétérinaires inséminateurs ayant suivi un stage de
formation organisé conjointement par les Ecoles Nationales vétérinaires, agréé par la Société
Centrale Canine (16). En effet tout vétérinaire peut inséminer, mais seules les portées, issues
d’insémination artificielle en semence congelée ou réfrigérées réalisées par les vétérinaires
« inséminateurs canins » peuvent étre inscrites au Livre des Origines Frangaises. Le
vétérinaire qui récolte la semence doit rédiger un certificat indiquant qu’il s’engage a avoir
vérifié le numéro de tatouage et donc 1’identité du chien dont il utilise ou expédie la semence.
Il appose son tampon sur le certificat de saillie en mentionnant « insémination artificielle en
semence congelée par mes soins » avec date et signature.
La législation sur les échanges de semences au niveau international est mal définie et non
harmonisée entre les pays.
Dans certains pays, I’insémination artificielle est considérée comme illégale :

- Uniquement en semence congelée.

- Si le chien est décédé (Angleterre par exemple).

- IA chirurgicale est parfois interdite (Grande-Bretagne, Scandinavie).

- Restriction a I’importation pour raisons sanitaires ou pour les races dangereuses.
Pour importer de la semence, il faut au préalable se renseigner aupres du pays.
Il est généralement demandé une identification correcte de 1’animal, un certificat sanitaire et
un permis d’importer (contrdle des maladies génétiques, tests sérologiques).
Il est donc nécessaire de prévoir les échanges de semences a I’avance et ne jamais les
réaliser dans I’'urgence. Il faut donc conseiller aux propriétaires de programmer ’envoi de la
semence avant que la chienne n’entre en chaleur.

4 CONCLUSION

L’insémination en semence congelée chez la chienne est un outil de sélection en plein
développement.

La réussite de cette technique peut étre améliorée et est a 1’origine de nombreuses ¢études en
vue de son amélioration.

Son succes dépend de nombreux parameétres : qualité du sperme, date d’insémination, site
de dépdt de la semence, précision du suivi de chaleur. De plus la collecte du sperme,
I’addition du dilueur, la congélation, le stockage, le transport, la décongélation sont autant
d’étapes qui influent sur la réussite de I’insémination.
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Deuxieme partie : Analyse des dossiers du
CERCA

1 LECERCA

1.1 Présentation

1.1.1  Historique

L’idée de la création d’un centre d’insémination artificielle canine en France est venue d’un
comité de la Société Centrale Canine, a la fin des années 1970. Cette création avait pour
objectif, entre autres, de contrecarrer les projets américains de centres privés en Europe
d’apres Lechef (26).

En 1981, la Banque de Semence Canine voit officiellement le jour, née d’une convention
tripartite, unissant le Ministere de I’Agriculture, la Société¢ Centrale Canine et 1’Ecole
Nationale Vétérinaire d’ Alfort. Elle est alors la seule structure frangaise habilitée a récolter et
a conserver la semence des chiens de races.

Depuis cette date, des inséminations artificielles en semence congelée y sont pratiquées.

1.1.2  ROle de la banque de la semence
Les prestations de la banque au sens strict sont :
e la constitution, I’entretien, et 'utilisation d’un stock de semences congelées de
géniteurs inscrits au livre généalogique tenu par la société centrale canine.

S’y ajoutent un certain nombre de tdches découlant de son activité de centre d’insémination :
e Insémination artificielle avec de la semence fraiche ou réfrigérée.
e Suivi du cycle sexuel des chiennes/ Détermination de la période optimale de saillie ou
d’IA.
e Examen de la fécondité des chiens et des chiennes/ Consultations pour infécondité.
e Recherche sur I’lamélioration des techniques d’insémination artificielle.
e Formation des vétérinaires et des étudiants vétérinaires.

1.2 Protocole de suivi des chaleurs

Les suivis de chaleurs sont réalisés a 1’aide de frottis vaginaux, de dosages de progestérone
et parfois d’échographies ovariennes (dans le cas des chiennes infertiles ou devant étre
inséminées avec de la semence congelée ou réfrigérée).

1.3 Protocole de congélation de la semence

Le protocole actuel utilise 2 étapes de dilution (25), que nous avons déja détaillées ci-dessus.

On obtient au final une concentration de 100 a 200 spermatozoides (spz)/mL (soit 50 a 100
millions par paillettes de 0,5mL)
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Les paillettes sont identifiées avec :

Le nom de I’animal

Larace

Le numéro d’enregistrement

La date de récolte

Le lieu de récolte et congélation.

1.4 Protocole d’insémination artificielle en semence congelée

L’insémination en intra-utérine est obligatoire : Fontbonne et Badinand (18) a ainsi montré
que le taux de gestation en IAC variait de 52,6 %(intra vaginale) a 73,6 % (intra-utérine).
Trois méthodes d’insémination intra utérine sont utilisées au CERCA.

e la méthode par cathétérisme norvégien.

e L’insémination artificielle sous vaginoscopie.

e L’IL.A. sous laparotomie.

2 MATERIEL ET METHODES
2.1 Objectifs

L’objectif de cette étude consiste a analyser les dossiers du CERCA en s’intéressant aux
inséminations artificielles en semence congelée, dans le but de connaitre les résultats, de les
comparer a ce qui a ét€¢ publié par d’autres équipes afin de dégager les facteurs qui
pourraient améliorer ces résultats.

2.2 Matériel et méthodes

2.2.1  Recueil des données

Le recueil des données a nécessité I’examen manuel de I’ensemble des dossiers des
chiennes ayant recues une IAC aux CERCA entre janvier 2001 et décembre 2006, un par
un. En effet aucune base de données informatisée n’existait pour retrouver les chiennes ayant
subi une insémination en semence congelée.

Lorsque la réalisation d’une insémination en semence congelée était retrouvée dans un
dossier, une vingtaine de parametres étaient alors consignés (renseignement sur les portées
antérieures, antécédents d’infertilité, traitements spécifiques, renseignement sur le male et la
qualité de la semence utilisée, suivi de chaleur, date d’inséminations et de mise bas.....). Cf.
Annexe 5.

Pour compléter les données, une centaine d’appels téléphoniques aux propriétaires ont été
nécessaires.

2.2.2  Criteres de choix des animaux et description de I’échantillon
Les chiennes incluses dans 1’étude ont été inséminées en semence congelée au CERCA de
Janvier 2001 a Décembre 2006.
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e L’étude compte 92 chiennes au total, avec 8 chiennes ayant été inséminées 2 fois et
1 chienne ayant été inséminée 3 fois, soit 102 IAC au total.

2.2.3  Saisie des données
Une fois les données recueillies au CERCA, celles-ci ont été recopi¢es dans EXCEL 2003.
L’ensemble des parametres relevés pour chaque chienne est placé en annexe (Annexe n°5).

3 RESULTATS
3.1 Parametres de I’échantillon

e Les dossiers des chiennes ne sont pas tous complets, on ne connait par exemple:
0 Laréussite de I'TAC que pour 97 IAC.
0 Le nombre de chiots obtenus de 39 / 49 IAC.
0 La qualité de la semence utilisée pour 81 IAC.
0 Le rang de portée pour 87 IAC.

3.2 Parametres de reproduction concernant la femelle

3.2.1  Fertilité
Le taux de réussite de toutes les ins€éminations artificielles en semence congelée pratiquées au
CERCA de janvier 2001 a décembre 2006 est de 50,5 % (49/97 chiennes).

3.22  Prolificité

Le nombre moyen de chiots lors d’une insémination artificielle est en moyenne de 4,0 chiots
(+/- 3,03 chiots).

Les résultats sont compris entre 1 et 14 chiots par chienne. (cf.figure 26)

On remarque que 17% des chiennes ont 1 seul chiot (7/39 chiennes).

Figure 26 : Nombre de chiots par chiennes.
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3.2.3  Durée de gestation

La durée de gestation est en moyenne de :
e 61,5 +/- 1,8 jours par rapport a la premiere TAC.
e 60,6 +/- 1,9 jours par rapport a la deuxiéme IAC

3.24  Sexratio
Le sex ratio est de 1,28.

3.25  Age lors de I’insémination artificielle en semence congelée (IAC)
Les chiennes sont agées entre 1 et 9 ans, en moyenne de 4,4 ans. (cf.figure 27)

Figure 27 : Age des chiennes lors de I’lAC.
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0 19,1% des chiennes ont entre 1 an et 2 ans.
0 65% des chiennes ont entre 3 ans et 6 ans.
0 15,9% des chiennes ont plus de 7 ans.
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Figure 28 : Réussite de I’IAC en fonction de I’age de la chienne.
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Sur cette figure 28, nous pouvons comparer en fonction de 1’dge de la chienne, la réussite ou
I’échec de I'TAC. On remarque que la réussite est significativement différente entre les
chiennes de plus de 6 ans et celles 4gées de 1 an a 6 ans :y?obs= 3,95680751,
y*théorique=3,84 et p=0,05. La différence est donc significative avec une probabilité¢ de 95%
Nous confronterons le y?observés a cette valeur théorique pour I’ensemble de notre étude. (Cf.
Annexe 5).

Figure 29 : Pourcentage de réussite en fonction de I’age de la chienne.
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Les pourcentages de réussite intéressants sont :
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e de 69% pour les chiennes de 5 ans (9/13 chiennes)

e de 67% pour les chiennes de 6 ans (8/12 chiennes)
La taille de portée est assez hétérogene en fonction de 1’age de la chienne lors de I'TAC
(cf.figure 30).

Figure 30 : Nombre de chiots en fonction de I’age des chiennes lors de I’lAC.
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3.2.6  Influence du groupe cynophile
Les chiennes appartiennent a 63 races différentes. (cf.figure 31)
Ces différentes races peuvent étre regroupées selon les groupes cynophiles selon la
classification de la Fédération Cynologique Internationale (groupes regroupant des races
ayant des similarités génétiques et morphologiques).

e Groupe 1:Berger et Bouvier sauf les bouviers suisses.

e Groupe 2 : Pinscher, Schnauzer, Molossoides, Chiens de bouvier suisses.
e Groupe 3: Terriers.

e Groupe 4:Teckels.

e Groupe 5 : Spitz et chiens nordiques.

e Groupe 6 : Chiens courants.

e Groupe 7 :Chiens d’arréts.

e Groupe 8: Labrador et Retriever.

e Groupe 9 :Chiens d’ornement, Bichons, Caniches, chiens nus.

e Groupe 10 : Lévriers.
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Figure 31 : Répartition des chiennes en fonction des groupes cynophiles.
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Le groupe 7 (chiens d’arrét) est treés largement représenté (33 % des chiennes), suivi du
groupe 1 (Berger et Bouviers suisses) avec 27 %, et le groupe 2 (18 % des chiennes).

Figure 32 : Pourcentage de réussite de I’l AC en fonction du groupe cynophile.
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Le taux de réussite est assez hétérogene en fonction des races. Cependant le groupe 10
(lévriers) affiche un taux de réussite remarquable (88 %, 7/8 chiennes). Le calcul du x? (4,77
> 3,84) permet de conclure que cette différence par rapport aux autres groupes est
significative (p< 0,05).

Figure 33 : Nombre moyen de chiots en fonction du groupe cynophile d’appartenance de
la chienne.
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La taille de portée du groupe 5 semble assez faible (1 chiot) mais cela ne concerne que 3
chiennes.

3.2.7  Format de la chienne

On classe arbitrairement les chiennes en 4 groupes :
Groupe 1 : P < 10kg.

Groupe 2 : 10 kg <P <20 kg.

Groupe 3 : 20 kg <P <30 kg.

Groupe 4 : P > 30 kg.
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Figure 34 : Format des chiennes ayant subit une IAC au CERCA de 2001 a 2006.
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Le format des chiennes est majoritairement compris entre 20 et 30 kg. Cela correspond en
effet au format des chiens du groupe 1 et 7 (groupes cynophiles trés représentés).

Figure 35 : Réussite de I’lAC en fonction du format de la chienne.
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La réussite de I'AC est inférieure pour les races de petits formats (33 %). Cependant le calcul
du ¢?> montre que cette différence n’est pas significative. (X?= 0,75).
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Figure 36 : Nombre de chiots en fonction du format de la chienne.
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Le nombre de chiots est plus important pour les races de grand format.

3.2.8 Infertilité antérieure

Si la chienne a connu des problémes d’infertilit¢ antérieure, le taux de reussite de
I’insémination est de 40 % (4 chiennes/10) contre 52 % de réussite (47/91chiennes) si aucun
antécédent d’infertilité n’était connu pour cette chienne.

Le calcul du y? ne permet pas d’affirmer que cette différence est significative.

(4?=0,489< 3,84).

3.2.9 Rang de portee
Il existe une variation importante du taux de réussite de I’lAC si on sépare les primipares des
multipares.
En effet le taux de réussite est de :

e 43 % pour les primipares (16/37 chiennes).

e 63 % pour les multipares (27/50 chiennes).
Cette différence n’est cependant pas significative lors du calcul du y? (y°= 0,98 < 3,84).
En outre on remarque que le pourcentage de primipares sur I’ensemble des chiennes
présentées pour IAC est de 43 % (37/87 chiennes).
De plus 19 % des primipares (7/37chiennes) présentées pour une IAC se sont ensuite
révélées infertiles. Si on calcule le pourcentage de réussite sans tenir compte de ces 7
chiennes infertiles, le taux de réussite est alors de 53 % (16/30 chiennes).
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Figure 37 : Nombre de chiots en fonction du rang de portée.
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Le nombre de chiots par portée ne montre pas de variations significatives et ne semble pas
moins ¢élevé pour les primipares:

3.2.10 Qualité du suivi effectué

A : Suivi trés précis avec frottis, test quantitatif de progestérone, et échographie
ovarienne.

B : Suivi utilisant frottis et test quantitatif de progestérone.

C : Suivi insuffisant utilisant test qualitatif de progestérone ou irrégulier ne permettant
pas de déterminer le moment de I’ovulation.

Figure 38 : Suivis réalisés au CERCA.
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» Suivi A : On obtient par cette méthode un taux de réussite de 51 %
(29/58 chiennes).

= Suivi B : On obtient par cette méthode un taux de réussite de 61 %
(18/29 chiennes).

= Suivi C: On obtient par cette méthode un taux de réussite de 20 %
(2/10 chiennes).

Généralement les suivis C correspondent a des chiennes pour lesquelles le suivi a été réalisé
par un autre vétérinaire ou bien qui ont été amenées tardivement dans le cycle.

L’apport de I’échographie associée aux dosages de progestérone, n’est pas établi dans cette
¢tude. Les résultats inférieurs de 10 % pour les suivis de qualité A utilisant I’échographie
semble surprenante, mais la différence de réussite entre les suivis de qualité A et ceux de
qualité B n’est pas significative (y>=0,73).

Cependant cette différence est significative entre les suivis de qualité B et de qualit¢ C
(x*=4,88).

3.2.11 Taux de progestérone a I’insémination
En moyenne le taux de progestérone a la premicre insémination est de 22,0 ng/mL (+/- 6,9
ng/mL).

Figure 39 : Taux de progestérone lors de I’ AC.
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Si réussite de I’lAC :

e Le taux de progestérone moyen lors de la premiére insémination est de 22,9 ng/mL
(+/- 6,9 ng/mL).
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Figure 40 : Taux de progestérone lors de réussite de I’ AC.
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Si échecde I'lAC :
e Le taux de progestérone moyen est de 21,0 ng/mL . (+/- 6,9 ng/mL).

Figure 41 : Taux de progestérone lors d’échec de I’'lAC.
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3.2.12 Réalisation d’un diagnostic de gestation
30,6 % des IAC seulement sont suivies d’un diagnostic de gestation par échographie.
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3.3 Parameétres concernant I’lAC

3.3.1 Type d’insémination
Les taux de réussite varient en fonction de I’insémination utilisée. (cf.Tableau 1V))

e Insémination intra-utérine (méthode norvégienne).
e Insémination intra-utérine sous endoscopie.
e Insémination artificielle chirurgicale.

e Insémination artificielle vaginale.

Tableau IV : Résultats de reproduction en fonction du type d’insémination (2001-2006).

Nombre | Tauxde | Taillede | Sex ratio
d’ 1AC réussite portée
Insémination 87 53,7% 437 1,25
Intra-utérine (45/83) (+/- 3,5)
(methode chiennes) | chiots)
norvégienne)
Insémination 8 12,5% ND ND
artificielle (1/8
chirurgicale chiennes)
Insémination 1 0% ND ND
artificielle (0/1
vaginale chiennes)
Insémination 4 75% 4 1
sous endoscopie (3/4 (+/- 3,6
chiennes) | chiots)

ND (non déterminé) : les résultats ne sont pas calculés par manque de données.

3.3.2  Moment de I’'insémination
> Insémination le 2™ et 3*™ jour aprés I’ovulation:
Deux inséminations sont réalisées en général le deuxiéme et le troisiéme jour apres
I’ovulation (C’est le cas de 33 chiennes dans cette étude).
= Le taux de réussite lorsque I’insémination est réalisée de cette maniere est de

70 % (23 chiennes/33).
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> Insémination le 1% et 22 jour aprés I’ovulation :

Le taux de réussite est de 33 % (2 chiennes/ 6)

La comparaison des résultats lors d’insémination a J1J2 et J2J3 post ovulation ne montre
pas de différence significative (y>=2,91).

> Insémination le 3¥™ jour aprés I’ovulation uniguement:

Dans le cas ou une seule insémination a été réalisée les résultats sont de 83 % de réussite
a J3 (5 chiennes sur 6).

> Insémination le

zm

jour apres I’ovulation uniguement:

Le taux de réussite est de 30 % de réussite a J2 (6 chiennes/20).

Statistiquement, le taux est significativement différent lorsque I’insémination est réalisée
aJ2 seulement ou a J3seulement. (¥*>=5,37).

3.3.3

Nombre d’IAC

Tableau V : Influence du nombre d’1AC/cycle sur les résultats de reproduction.

Nombre Nombre | Intervalle 1°® | Intervalle 2°™ | Tauxde | Taillede | Sex
IAC/ Cycle IAC IA/mise bas IA/ mise bas réussite portée | ratio
1 33 61,2 36,7% 2,9 1,14
(+/- 1,4) (11/30) (+/-2 4)
2 57 61,3 60,3 57,4% 4,5 1,46
(+/-1,9) (+/-1,9) (31/54) (+/- 3,3)
3 11 62,6 61,8 60,0% 3,6 0,70
(+/- 1,6) (+/-1,7) (6/10) (+/-2,7)
TOTAL 101 61,4+/-1,8 60,6 50,5% 4,0 1,28
(+/-1,9) (49/97) (+/-3,03)

Statistiquement, le nombre d’IAC a une influence significative si on compare les protocoles a
1 ou 2 TAC (y*obs= 8,83). Par contre cette différence n’est pas significative entre les

protocoles a 2 ou 3 TAC (y*obs= 0,0235).

e En moyenne, 1,7 IA/cycle ont été réalisées.
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3.3.4  Année de réalisation de I’insémination

On remarque une diminution du nombre d’IAC pratiquées au CERCA de 2003 a
2006.(cf.figure 42)

Figure 42 : Nombre d’1AC réalisées au CERCA de 2001 a 2006.
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Le pourcentage de réussite est tres différent selon les années : 77% en 2001 contre 33% en
2006. De plus le calcul du ¢*> montre que cette différence est en effet significative (y?>=12,04)
(cf.figure 43).

Figure 43 : Pourcentage de réussite des IAC de 2001 a 2006.
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3.3.5 Difficultés

Il y a eu pour 6,9% des chiennes des difficultés d’inséminations (7/101 chiennes). Le plus
souvent, le passage du col était difficile avec la sonde norvégienne.

Les 7 chiennes, pour lesquelles une difficulté a été rencontrée lors de 1’insémination, sont
restées vides.

3.3.5.1 Tranquillisation
Une tranquillisation a la xylazine a di étre utilisée pour 1’insémination de 19 % des chiennes
(19/101 chiennes).
Le taux de réussite est de :
e 48 % sans tranquillisation (36/75 chiennes).
e 61,1% avec tranquillisation (11/18 chiennes).
Cette différence n’est pas significative : y*= 0,99.

3.35.2 Reflux
On a observé un reflux de semence aprés 1’insémination dans 13 % des 1AC.

Réussite de I'lA
reflux non oui Total
non 28 33 61
oui 5 8| 13
Total 33 41 74
On obtient un taux de réussite de 61,5 % lors de ’existence d’un reflux et 54,1% sans reflux
(x*=0,24)

La survenue d’un reflux de semence n’a pas d’influence sur la réussite de I’insémination.

3.4 Parametre concernant la semence
341 Provenance de la semence

Figure 44 : Proportion des semences en provenance d’un autre centre d’1AC.
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Figure 45 : Semences en provenance de I’étranger. (le pourcentage de chaque semence
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Le taux de réussite des inséminations réalisées avec de la semence en provenance de
I’étranger est de 66,7 % (10/15 chiennes). Si on compare au pourcentage de réussite avec les
semences congelées au CERCA (47,7 %), on remarque que la différence n’est pas
significative (y*=1,84).

3.4.2  Type de conditionnement de la semence : paillettes / pellets
Figure 46 : Type de conditionnement de la semence utilisé lors des IAC.
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Le taux de réussite est de :

e 60,0 % lors de I'utilisation de pellets (3/5 chiennes).

o 48,8 % lors de 'utilisation de paillettes (44/90 chiennes).
Différence non significative : y?=0,23.

3.4.3  Qualité de la semence
On a classé les semences selon leur qualité en 3 catégories : A, B, C.
» A: Tres bonne semence: > 60 % de mobilité apreés décongélation,
nombre de spermatozoides mobiles inséminés > 150 millions (60
millions si méthode chirurgicale).
*= B: Bonne semence: > 50 % de mobilit¢ aprés décongélation,
dose>150 millions de spermatozoides et conservation depuis moins de
10 ans.
= C: Semence de mauvaise qualité : < 50 % de mobilité, conservation
depuis plus de 15 ans, ou dose inséminante inférieure a 150 millions de
spermatozoides.

Figure 47 : Qualité des semences utilisées.
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On remarque qu’un tiers des semences sont de qualité C, c’est-a-dire de mauvaise qualité.

On remarque une influence de la qualité de la semence sur la réussite de I'TAC. Avec une
semence de mauvaise qualité, le taux de réussite est de 27,6 % (8/29 chiennes). Si la semence
est de trés bonne qualité, on obtient un taux de réussite de 64,3 % (9/14 chiennes).
(ctf.figure48)
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Figure 48 : Pourcentage de réussite de I’lAC en fonction de la qualité de la semence.
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Les taux de réussite avec des semences de qualit¢ A et B ne sont pas significativement
différents (*>=0,28).

L’utilisation d’une semence de qualité C est responsable d’une diminution significative du
taux de réussite, que ce soit vis-a-vis d’une semence de qualité A (y>=5,31), ou par rapport a
une semence de qualité B (y>=5,11).

Si on ne tient pas compte des semences de mauvaise qualité (C),le taux de réussite est de 60%
soit 29/49 chiennes sur cette étude

Figure 49 : Nombre de chiots en fonction de la qualité de la semence.
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Selon la qualité de la semence, on obtient :
» 6,66 +/- 4,47 chiots avec de la semence A.
» 4,0 +/- 3,0 chiots avec de la semence B.
» 3,4 +/- 2,6 chiots avec de la semence C.

3.4.3.1 Le nombre de spermatozoides totaux
Le nombre de spermatozoides totaux correspond a I’ensemble des spermatozoides inséminés
qu’ils soient vivants ou non
Le nombre de spermatozoides totaux par IA est :
= 314 +/- 163 millions de spz.
Le nombre total de spermatozoides par cycle est de :
= 534 +/- 285 millions de spz
Les résultats suivants sont affichés en millions de spermatozoides.

Figure 50 : Dose de spermatozoides inséminée par chienne (sur la totalité des IAC du
cycle).
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Les doses utilisées sont calculées avant 1’insémination de maniére a connaitre le nombre
de paillettes a utiliser pour obtenir au final un nombre de spermatozoides mobiles
suffisants.
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Le taux de réussite semble augmenter avec le nombre de spermatozoides inséminée. (cf.figure
51)

Figure 51 : Pourcentage de réussite en fonction de la dose de spermatozoides inséminée.
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A l'inverse la taille de portée ne semble pas influencée par la dose de spermatozoides
inséminée. (cf.figure 52)

Figure 52 : Taille de portée en fonction de la dose de spermatozoides inséminée.
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3.4.3.2 Nombre de spermatozoides mobiles
Le nombre de spermatozoides mobiles fléchant par IA est :
= 171 +/- 97 millions de spz.
Le nombre total de spermatozoides mobiles fléchant par cycle est de :
= 291 +/- 164 millions de spz.
On retrouve les mémes résultats en s’intéressant aux spermatozoides mobiles fléchant que
précédemment avec le nombre de spermatozoides totaux: En effet, le nombre de
spermatozoides mobiles est proportionnel au nombre total de spermatozoides en général.

3.4.3.3 Mobilité des spermatozoides
La mobilité des spermatozoides apres décongélation est de 54,5 +/- 11,7 %.

Figure 53 : Mobilité post décongélation des semences utilisées.
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La mobilité des spermatozoides apres la décongélation est convenable dans 79 % des cas
(74/95), c’est-a-dire supérieure a 50% de spz mobiles apres décongélation.
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Figure 54 : Pourcentage de réussite en fonction de la mobilité des spermatozoides.
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Le taux de réussite est :
» 64,7 % (46/71 chiennes) lorsque le pourcentage de mobilité post décongélation est
supérieur a 50 %.
» 40 % (8/20 chiennes) lorsque le pourcentage de mobilité post décongélation est
inférieur a 50 %.
» Si on étudie statistiquement cette différence, celle-ci apparait significative avec un
x?* égal a 3,97.

Figure 55 : Nombre de chiots en fonction de la mobilité des spermatozoides post
décongélation.

6,00

5,00

Nombre de chiots moyen
w >
o o
o o

N
o
o

1,00

0,00

<50% de mobilité 50-70% de mobilité >70% de mobilité

64



Selon la mobilité des spermatozoides, la taille de portée est de :
» 4,17 +/- 4,6 chiots avec une mobilité < 50 %.
» 5,08 +/- 3,2 chiots avec une mobilité entre 50-70 %.
» 3,6 +/- 2,9 chiots avec une mobilité > 70 %

3.4.4  Année de congélation
Figure 56 : Date de congélation des semences.
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Le meilleur taux de réussite est de 65,5 % pour des semences congelées de 1989 a 1994. Sur
les autres périodes, le taux de réussite est de 42,3 % en moyenne. (Cette différence n’est pas
statistiquement significative y*=1,12).

Le taux de réussite est de 22% (2/9) lors de I’utilisation de paillettes congelées de 2003 a
2006. (cf.figure 57)

En recherchant, le taux de réussite par rapport a la date de congélation des paillettes, on
vérifie qu’il n’y ait pas de variations importantes de la réussite pour une période de
congélation donnée.
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Figure 57 : Pourcentage de réussites des IAC en fonction de la date de congélation des
paillettes utilisées.
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Dans la figure 58 ci-dessous, on cherche a savoir si la durée de conservation des paillettes a
une influence sur leur qualité.
Figure 58 : Durée de conservation des paillettes avant I’insémination.
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Le taux de réussite en fonction de I’age des paillettes ne montre pas de variation importante
(de 48 % a 56 % de réussite). (cf.figure 59)



Figure 59 : Pourcentage de réussite en fonction de I’age des paillettes utilisées.

Pourcentage de réussite

<lan lan-5ans 6ans- 11 ans 11 ans- 16 ans 17 ans- 23 ans

3.5 Conclusion:

Les résultats en sélectionnant certains critéres sont :

e Bonne qualité du suivi (suivi A et B) : 54 % (46/85 chiennes).

e Bonnes qualité de la semence (semence A et B) : 60 % (29/49 chiennes).

e Age de la chienne (moins de 7 ans) : 55 % (35/64 chiennes).

e Aucun antécédents d’infertilité connu : 52 % (47/91 chiennes).

e Protocole D’IAC classique (J2 et J3 apres ovulation) : 70 % (23/33 chiennes).

e Multipares seulement : 63 % (16 :37 chiennes).
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Troisieme partie : Discussion

1 ECHANTILLON D’ETUDE

Le CERCA est le centre d’insémination canine ayant le plus fort recrutement en France.
L’étude des dossiers du CERCA permet ainsi d’accéder a un nombre important de données
concernant des inséminations artificielles en semence congelée. Cette étude porte sur 102
inséminations artificielles en semence congelée.

Cependant cet échantillon important pour 1’espéce canine, n’est pas assez important pour
pouvoir conclure dans tous les cas. En comparaison dans d’autres espéces comme chez les
bovins, on dispose d’échantillon de plusieurs milliers d’individus permettant d’obtenir des
résultats trés précis.

2 RESULTATS

2.1 Parametres de reproduction concernant la femelle

211  Fertilité
Le taux de réussite de toutes les inséminations artificielles en semence congelée pratiquées au
CERCA de 2001 a 2006 est de 50,5 % (51/101 chiennes).

Le taux de réussite dans les autres centres de reproduction frangais est :
e Centre de reproduction de ’ENVN : 50 % (3/6 chiennes) de 1996 a 2000 d’apres
Bisson (5). (différence non significative avec les résultats du CERCA x?=5,0.10-4)

e CERREC (ENVL): 66,7 % (53/80 chiennes) de 1994 a 2002 d’aprés Rostagnat (41).
(différence significative avec les résultats du CERCA y?=4,53).
L’¢tude des résultats du CERREC d’aprés Rostagnat (41) ne permet pas de mettre en
¢vidence une variation de la méthode utilisée par rapport a celle du CERCA en ce qui
concerne I’TAC et pouvant expliquer cette différence. En outre le Dr Fontbonne qui a réalisé
la plupart des IAC de notre étude au CERCA, était au CERREC de 1994 4 2000. C’est donc
lui aussi qui a réalisé la plupart de ces inséminations. La technique n’est donc pas en cause.

Dans d’autres Pays :
e En Suéde, Linde Forstberg ef al., publient en 1999 (27), un taux de réussite de 71,9
%. (différence significative avec les résultats du CERCA y°=15,9.)

e En Afrique du Sud, Notling et al. publient, en 1995 (32), un taux de réussite 60 %
avec une technique particuliére utilisant la voie intra vaginale et en répétant 5 a 6 fois
les IAC. (différence non significative avec les résultats du CERCA y’=1,04)

e En Norvége, Thomassen et al. publient en 2006 (48): 73,1 % de réussite avec des
portées de 5,7 chiots en moyenne de 1994-2003. (différence significative avec les
résultats du CERCA y?=21,6).
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Ce taux est a moduler en fonction de différents paramétres. En effet, certaines composantes
extérieures a la technique du CERCA sont parfois responsables d’échec de la saillie : femelle
trop agée ou infertile, semence de mauvaise qualité, femelles référées avec un suivi de chaleur
non contrdlé par le CERCA, choix et disponibilité de 1’¢leveur.

Le taux de réussite peut donc étre corrigé en utilisant des critéres de sélection, comme nous
allons le voir ci-dessous.

> Il est important d’étre sr des qualités maternelles de la femelle (fertilité,
prolificité) avant de s’engager dans une IAC, technique longue et cotteuse. Le taux de
réussite est en effet de :

¢ 63 % pour les multipares (16/37 chiennes).

> De plus la_technigue d’insémination est aussi responsable de variations
importantes du taux de réussite. (cf. tableau VI)

Tableau VI : Taux de réussite en fonction de la méthode d’insémination utilisée.

Nombre | Tauxde

d’IAC réussite

Insémination Intra- 87 53.7 %
utérine (méthode 45’/83

norvégienne) ( )

Insémination artificielle 8 12.5 %
chirurgicale ({/8)

Insémination artificielle 1 0%
vaginale

Insémination sous 4 75 %
endoscopie (3/4)

> Si deux inséminations sont réalisées le deuxiéme et le troisieme jour apres

I’ovulation. Le taux de réussite lorsque I’insémination est réalisée de cette maniére est
de 70% (22/33 chiennes).

> La répetition des IAC/ chienne permet aussi d’ameliorer le taux de réussite.
(cf. Tableau VII)

Tableau VII : Taux de réussite en fonction du nombre d’IAC pratiquées.

Nombre Nombre |Taux de
IAC/ Cycle IAC réussite

1 33 36,7%
11/30

2 57

3 11
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La variation du taux de réussite en fonction de la date de réalisation de I'IAC est assez
surprenante. On remarque en effet une baisse du taux de réussite de 2001 a 2006 avec 2
grandes périodes (différence significative : y2obs= 12,0)

e De 2001 &4 2003 : de 64 % a 77 % de réussite.

e De 2004 & 2006 : de 29 % a 40 % de réussite.

Pour expliquer ce résultat, étudions les paramétres qui pourraient étre a I’origine de cette
baisse de résultats :
e Qualité de la semence.
Qualité du suivi.
Age des chiennes.
Rang de portée.
Nombre d’TAC.
Moment de 1I’insémination.
Dose inséminante.
Infertilité.

On ne remarque pas de variations de I’age moyen des chiennes lors de I’'TAC sur ces deux
périodes. (cf.figure 60)

Figure 60 : Age des chiennes lors de I’insémination selon deux périodes : De 2001 a 2003
et de 2004 & 2006.

Age des chiennes lors de l'inséminationselon deux périodes : De 2001 a 2003 et de 2004 a 2006

02001-2003
2004-2006

1an de 2ans a 6 ans >6 ans

Age des chiennes
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De méme le pourcentage de primipares ne varie pas d’une période a 1’autre (cf.figure 61)
Figure 61 : Rang de portée selon deux périodes : de 2001 a 2003 et de 2004 a 2006.

Rang de portée selon deux périodes : De 2001 a 2003 et de 2004 a 2006

02001-2003
2004-2006

Primipares multipares

Les suivis de chaleur semblent de meilleure qualité de 2004 a 2006. Ce n’est donc pas ce
critére qui peut étre a 1’origine de la baisse des taux de réussite. (cf. figure 62)

Figure 62 : Qualité des suivis de chaleur selon deux périodes : de 2001 a 2003 et de 2004

Qualité des suivis de chaleur selon deux périodes : De 2001 & 2003 et de 2004 a 2006

02001-2003
W2004-2006

A B C
Qualité du suivi
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Suivi A :
» 53% des suivis (27/51) de 2001 a 2003.
» 66% des suivis (33/50) de 2004 a 2006.
Différence non significative (Test y’obs= 1,78)

Cependant on remarque qu’en général la semence est de meilleure qualité de 2001 a 2003.
(cf.figure 63)Or, les résultats de cette étude ont permis de mettre en évidence une variation du
taux de réussite avec la qualité de la semence (64 % de réussite avec une semence de qualité
A, 56% de réussite avec une semence de qualité B, 28 % de réussite avec une semence de
qualité C). Cf. p56.

Figure 63 : Qualité de la semence selon deux périodes : de 2001 a 2003 et de 2004 a 2006.

Qualité de la semence selon deux périodes : De 2001 a 2003 et de 2004 a 2006.
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Si on s’intéresse aux semences de qualité A : la différence n’est pas significative et le
x’obs=1,94.

Le nombre d’IAC par cycle est plus important de 2001 a 2003. Or on a vu précédemment
que ce facteur était responsable de la variation du taux de réussite de I'IAC (36,4 % avec 1
IAC, 54,4 % avec 2 TAC, 60 % avec 3 IAC). (cf.figure 64)
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Figure 64 : Nombre d’IAC / chienne selon deux périodes : de 2001 a 2003 et de 2004 a
2006.

Nombre IAC/chiennes selon deux périodes : De 2001 a 2003 et de 2004 a 2006

02001-2003
2004-2006

1 2 3
Nombre d'IAC
Le nombre de chiennes infertiles de 2004 a 2006 est plus éleve. (cf.figure 65) Cela peut
étre du a la sélection des chiens sur des critéres morphologiques plutét que reproducteur ou
bien par le choix d’une chienne par un éleveur peu sensibilisé au fait qu’il est nécessaire de
connaitre le statut de sa chienne au niveau fertilité¢ avant de s’engager dans une IAC.

Figure 65 : Pourcentage d’infertilité selon deux périodes : de 2001 a 2003 et de 2004 a
2006.

Pourcentage d'infertilité selon deux périodes : De 2001 a 2003 et de 2004 a 2006

De 2001-2003 De 2004-2006
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De plus, si on s’intéresse au moment d’insémination, les chiennes sont en moyenne
inséminées :

e 2,55+/- 0,45 jours post ovulation de 2001 a 2003.

e 2,28 +/- 0,74 jours post ovulation de 2004 a 2006.

On a donc une variation de 6 heures en moyenne. Il semble donc que la réalisation des
inséminations plus tardivement dans le cycle permet d’obtenir de meilleurs résultats.
Depuis le début de I’année 2007, le protocole d’insémination du CERCA est de 2
inséminations a 3 jours post ovulation (protocole ou les IA sont réalisées plus tardivement).
Les résultats obtenus avec ce protocole semblent confirmer I’hypothése ci-dessus, puisque le
taux de réussite avec cette méthode est de 75 % (6/8 chiennes).

En se référant a la durée de gestation, on peut savoir si I’insémination a été réalisée au bon
moment. La durée de gestation étant de 63 jours, on recherche un intervalle insémination-mise
bas de 61 jours.
Celui-ci est ainsi :

e De2001a2003:61,3+/-1,57 jours (IACI), 60,4 +/- 1,59 jours (IAC2).

e De 2004 a2006: 61,7 +/- 2,45 jours (IAC1), 61,0 +/- 2,82 jours (IAC2).
Les écart-types de ces résultats sont trop €levés pour pouvoir interpréter.

En conclusion, la baisse du taux de réussite de 2004 a 2006 pourrait étre du a I’influence de 4
parametres :

La qualité de la semence.

Le nombre d’IAC/chienne.

L’infertilité observée.

Moment de I’insémination (plus tardive de 2001 a 2003).

Des facteurs extérieurs pourraient aussi étre a I’origine de cette baisse comme par exemple :

e Un changement de la méthode de congélation ou de décongélation de la semence.
Celle-ci a en effet ét¢é modifiée mais ce changement a eu lieu en 2005 et seulement
quelques paillettes utilisant ce nouveau procédé de congélation ont été utilisées. Ce
n’est donc pas une modification de la technique de congélation qui est a I’origine de la
baisse des résultats de reproduction.

e Un changement dans la méthode de nettoyage du matériel. En effet, certains
détergents peuvent étre toxiques pour les spermatozoides. Lorsque le matériel n’est
pas bien rincé, le détergent peut avoir un effet néfaste sur le spermatozoide.
Cependant, au CERCA, il n’y a pas eu de changements de la méthode de nettoyage.

En conclusion, il est donc impératif de contréler la qualité de la semence et de se
renseigner sur le statut de la chienne au niveau infertilité. On peut s’interroger sur une
modification de la méthode d’insémination qui est actuellement de 2 IAC a 24h d’intervalle a
J2 et J3 post ovulation, pour un protocole a 3 IAC plus tardivement dans le cycle.

2.1.2  Prolificité
Lors d’une IAC au CERCA de 2001 a 2006, on obtient une moyenne de 4,0 chiots (+/-3,03).
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Les résultats du CERCA de 1999 a 2000 d’aprés Bartolo (4) étaient de 3,4 chiots en
moyenne lors d’IAC. Le nombre de chiots par portée a donc progress¢ de 0,6 chiots.
Cependant si on sépare les résultats selon deux périodes : De 2001 a 2003 et de 2004 a 2006,
on remarque que I’amélioration du nombre de chiots par chienne est importante de 2001
a 2003 (4,6 chiots/chienne ; +1,2 chiots/chienne). Mais ensuite 2004 a 2006, le nombre de
chiots diminue a 3,3 chiots par chienne.
e Au CERREC : le nombre de chiot de 1994 a 2002 était de 5,3+/-2,7 en moyenne
d’apres Rostagnat (41).
e En Suéde, Linde Forsberg et al. publient, en 1999 (27), une taille de portée moyenne
de 5,0 +/-2,9 chiots.
e En Norvege, Thomassen et al. publient, en 2006 (48), une taille de portée de 5,7+/-0,1
chiots.

Figure 66 : Nombre de chiots selon deux périodes : de 2001 a 2003 et de 2004 a 2006.
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Cette étude permet de mettre en évidence les principaux parameétres influencant le nombre
de chiots :

e [’age de la chienne

e Le format de la chienne

e La qualité du suivi de chaleur

e La qualité de la semence
Des portées trés nombreuses sont possibles avec I’ IAC (jusqu’a 13 chiots au CERCA), le
bénéfice pour I’éleveur est alors important puisque les chiots obtenus par IAC sont
généralement de trés bonne qualité.

2.1.3  Sexratio
Le sex ratio est de 1,28. Il y a donc en général plus de males que de femelles dans les portées
obtenues par IAC.
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2.1.4  Age lors de I’'insémination artificielle en semence congelée (IAC)

e Les chiennes sont agées entre 1 an a 9 ans, en moyenne de 4,4 ans. On
recommande en effet de ne pas mettre une chienne a la reproduction avant 2 ans
(fin de la croissance) et apres 6 ans (24). Ainsi Thomassen et al. (48) obtiennent
un taux de réussite inférieur lorsque les chiennes sont agées de plus de 6 ans :
68,2 % versus 76,9 %.

e Les candidates a une IAC doivent en effet avoir eu précédemment quelques
portées pour Vérifier qu’elles ont une bonne fertilité et prolificite.

e [L’analyse des dossiers révéle que le pourcentage de primipares sur I’ensemble des
chiennes présentées pour IAC est de 43 %, et que 18 % des primipares
présentées pour une IAC se sont ensuite révélées infertiles : 9 chiennes /102 ont
donc été inséminées alors qu’elles étaient infertiles. Il est donc nécessaire
d’attendre 1 ou 2 portées pour controler la fertilité¢ avant de réaliser une IAC.

e En s’intéressant aux résultats de cette étude, on remarque une baisse du taux de
réussite apreés 6 ans. En moyenne, le taux de réussite apres 6 ans est, en effet,
de 26,7 % (4/15 chiennes).

e Lataille de portée diminue apres 6 ans. La mise a la reproduction de femelles de
plus de 6 ans vient le plus souvent d’un choix de I’¢leveur. Il est donc nécessaire
de I’avertir des conséquences.

e Les femelles de un an ont en moyenne 3,0 +/- 1,41 chiots par portée dans cette
¢tude. En effet, comme nous I’avons vu précédemment, il est recommandé de ne
pas mettre a la reproduction les chiennes avant 2 ans.

2.1.5  Influence du groupe cynophile

e Deux groupes sont particuliérement représentés : le groupe des chiens d’arréts
(Groupe V1) et le groupe des chiens de Berger et Bouviers (Groupe 1). L’TAC est
un outil de sélection qui peut étre particulierement intéressant dans ces groupes
essentiellement représentés par des chiens de travail.

e On ne remarque pas de variation de la fertilité entre les différents groupes cynophiles,
en dehors du groupe 8 (Labrador et retriever) et du groupe 10 (Lévriers), qui ont des
résultats plus ¢élevés. Pour les 1évriers, cette différence est significative. 7 IAC sur 8
ont été un succes. Les chiennes appartenaient aux races suivantes : Greyhound (1),
1évrier Afghan (4), petit 1évrier italien (1), saluki (1) et sloughi (1).

e Un taux de réussite de 92 % apres des inséminations chirurgicales chez le greyhound a
été rapporté (Boland P, communications personnelles).

2.1.6  Format de la chienne

Le taux de réussite chez les chiennes de petit format est inférieur a la moyenne : 33 % de
réussite au lieu de 50,5 % de réussite (¢chantillon d’étude faible : 6 chiennes et différence non
significative).

En moyenne, les chiennes de grand format ont 1 a 1,5 chiots de plus. En effet les races de
grand format ont en général une taille de portée plus importante que les petites races (48).
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2.1.7  Infertilité antérieure

Il est trés important de s’intéresser a 1’historique de la chienne afin de déterminer si elle est
une bonne candidate a I’'TAC. En effet si la chienne a connu des problemes d’infertilité
antérieure, le taux de réussite de I’insémination est de 40 %. (Différence non significative).

2.1.8  Qualité du suivi effectué

Les suivis réalisés au CERCA sont en général tres sérieux. Trois techniques complémentaires
sont utilisées : frottis vaginaux, dosage de progestérone et échographie ovarienne.
Généralement les suivis C correspondent a des chiennes dont les suivis ont été réalisés a
I’extérieur de 1’école. En effet trés peu de vétérinaires sont équipés d’une machine permettant
de faire des dosages qualitatifs de progestérone et utilisent des dosages quantitatifs dont la
précision est trop faible pour pratiquer ensuite une IAC.

e Suivi de qualité C : On obtient par cette méthode un taux de réussite
de 20 %. (différence significative avec les suivis B). La qualité du
suivi de chaleur conditionne réellement la réussite de I’insémination.

Cependant 1’apport de 1’échographie associée aux dosages de progestérone, n’est pas établi
dans cette étude.

= Suivi de qualité A : On obtient par cette méthode un taux de réussite
de 51 %.

= Suivi de qualité B : On obtient par cette méthode un taux de réussite
de 61 %.

(Différence non significative entre les suivis de qualité A et les suivis de qualité B)

La différence peu logique que 1’on observe entre les suivis A et les suivis B peut étre
expliquée par un autre parametre influencant la réussite de I’insémination: I’année de
réalisation de TAC. En effet les taux de réussite de 2001 a 2003 sont plus élevés que de 2004 a
2006.

2.1.9  Taux de progestérone a I’insémination

En moyenne le taux de progestérone a I’insémination est de 22,0 +/- 6,9 ng/mL.

On ne remarque pas de variation particuliere du taux de progestérone s’il y a réussite ou
échec de I’insémination. De plus on remarque un étalement des valeurs du taux de
progestérone de 10 ng/mL a 40 ng/mL lors de la réussite de I’'TAC. Cela confirme que le
taux de progestérone a I’insémination n’est pas un critére fiable pour déterminer la date
de I’ovulation.

2.1.10 Durée de gestation
La durée de gestation théorique est de 63 jours post ovulation. Si on considére que la
maturation de I’ovocyte demande 48 h, une durée de gestation de 61 jours permet de savoir si
I’évaluation de la date d’ovulation était correcte.
La durée de gestation est :

e 61,5+/-1,8 jours par rapport a I’'TAC1

e 60,6 +/- 1,9 jours par rapport a I'TAC2
Ces résultats sont compatibles avec les recommandations ci-dessus (61 jours de gestation).
Cependant la précision de ces résultats pourrait étre améliorée par 1I’étude d’un échantillon
plus important. L’écart type serait alors diminué.
Ces résultats sont comparables aux publications d’autres centres européens :
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Pour Thomassen et al. (48), la durée de gestation est de 61 jours par rapport a la premicre
insémination et 60 jours par rapport a la derniére.
Linde Forsberg et al. (27) obtiennent 61,9 +/- 2,4 jours (premiére IAC) et 60,1 +/- 1,9 jours
(deuxieme TAC).
Si le suivi de I’ovulation utilise I’échographie ovarienne, la durée de gestation est de :
» 60,5 jours +/- 1,3 jours, I'ITAC est alors pratiquée 1,7 +/- 0,79 jours post ovulation.
Si le suivi de I’ovulation n’utilise pas I’échographie ovarienne, la durée de gestation est de :
» 61,6+/- 1,9 jours, I'TAC est alors pratiquée 2,1 +/- 0,76 jours.
On peut donc penser que les inséminations ont lieu en général plus tot dans le cycle depuis
’utilisation de I’échographie ovarienne
» Les résultats ne sont pas assez précis pour pouvoir conclure.
Les spermatozoides décongelés vivent en général 12 a 48 heures dans les voies génitales
femelles (9). Le moment d’insémination optimal est donc assez court et demande donc une
détection de 1’ovulation trés précise.

2.1.11 Réalisation d’un diagnostic de gestation

30,6 % des IAC sont suivis d’un diagnostic de gestation par échographie. Ce pourcentage est
assez faible. En effet la clientele du CERCA est souvent référée par d’autres vétérinaires qui
assureront le suivi des IAC. De plus, sans diagnostic de gestation, des chiennes ont pu étre
considérées comme non gestantes alors qu’en réalité elles ont eu un arrét précoce de la

gestation.

2.2 Parametre concernant I’'lAC
2.2.1  Type d’insémination
Tableau VIII : Importance de la technique d’insémination.
Nombre | Tauxde | Taillede | Sex ratio Commentaires
d’ IAC réussite portée
Insémination Intra- 0 La majorité des inséminations
utérine (méthode 87 53’7 A) 4’37 1125 réalisées au CER_CA ont uti!isé
norvégienne) (45/83) (+/- 3’5) cette technique. Fiable et facile &

mettre en ceuvre, elle est a
recommander pour les
vétérinaires qui ne possedent
pas d’endoscope.

Insémination

12,5%

ND

ND

Cette technique est rarement

artificielle utilisée, seulement dans le cas de
. . 1 semences de trés mauvaise
chirurgicale ( /8) qualité. Elle est en effet
discutable au niveau éthique.
Insémination Ce type d’insémination est

artificielle vaginale

0%
(0/1)

ND

ND

proscrire car elle donne de
mauvais résultats lors d’IAC.

Insémination sous
endoscopie

75%
(3/4)

(+/-3,6)

Cette technique facile a mettre
en ceuvre nécessite toutefois
I’acquisition d’un endoscope.

C’est une nouvelle technique de

plus en plus utilisée au CERCA
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e La technique d’insémination semble donc avoir beaucoup d’importance : en effet
une insémination en semence congelée doit préférentiellement étre réalisée en intra-
utérine. Le taux de réussite lors d’IAC intra-utérine est de 75 % d’aprés Thomassen
et al. (49), 84,4 % d’apres Linde-Forsberg et al. (27).

e Cette étude ne nous permet pas d’évaluer avec précision I’efficacité des inséminations
par laparotomie. Silva et Verstegen (45) obtiennent un taux de 60 % (3/5 chiennes).

2.2.2  Moment de I’insemination

Le protocole utilisé au CERCA (2 inseminations a 24 heures d’intervalle entre 48 heures
minimum apres I’ovulation et 72h apres ovulation) donne actuellement de bons résultats.
En effet lorsque ce protocole est correctement suivi le taux de réussite est trés convenable
(70 % 23/33). Cependant la variation des résultats entre un protocole d’insémination a J1 et
J2 et un protocole d’insémination @ J2 et J3 ne montre pas de différence significative dans
cette etude.

Thomassen ef al. (49) préconise ainsi d’inséminer des femelles de moins de 6 ans avec de la
semence de bonne qualité appartenant a un male de moins de 8 ans, J2 et J3 post ovulation.

De plus il semble que I’insémination a J3 post ovulation soit la plus importante du
protocole :
e Dans le cas ou une seule insémination a été réalisée, les résultats sont de 83 % de
réussite a J3 (5 chiennes sur 6).
e Le taux de réussite est significativement différent entre une seule insémination a J2 et
une seule insémination a J3.

A T’inverse I’insémination a J2 post ovulation semble un peu précoce :

e Dans le cas ou une seule insémination a été réalisée, le taux de réussite est de 30 % de

réussite a J2 (6 chiennes/20).
e Lorsque celle-ci est réalisée a J1 et J2 post ovulation :
0 le taux de réussite est de 33 % (2 chiennes/ 6)

Au vu de ces résultats, on peut se demander si la maturation des ovocytes ne nécessiterait
peut étre pas plus de 48 heures. Selon Reynaud et al. (38), aprés I’ovulation il faut en
moyenne de 48 a 54 heures avant I’apparition d’ovocyte en métaphase 1.
Il semble donc intéressant de tester un nouveau protocole avec des inséminations plus
tardives dans le cycle.

2.2.3 Nombre d’IAC

Avec 2 ou 3 IAC par chiennes, le taux de réussite est plus élevé qu’avec une seule IAC.
Les enjeux d’une TAC étant assez important en général, il pourrait étre intéressant de mettre
au point un protocole utilisant 3 inséminations. Dans tout les cas, il est impératif de pratiquer
au moins 2 IAC.

Thomassen et al. (48) constatent aussi cette variation. Avec une seule IAC, il obtient un taux
de réussite de 70,5 % contre 78,1 % avec 2 IAC.
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Linde-Forsberg et al. (27), en utilisant la technique par cathétérisme du col utérin, obtiennent
un taux de réussite avec une seule insémination de 84,3 % contre 91,3 % avec 3 IAC. De plus,
avec 2,1 +/- 0,9 TAC/chienne en moyenne, Le nombre d’inséminations réalisées par cycle est
plus important qu’au Cerca (1,7 IA/cycle au CERCA).

Au CERCA, les protocoles a 3 inséminations utilisent & chaque insémination au moins 150
millions de spermatozoides. Un protocole a 3 IAC serait plus onéreux (consommation d’une
dose plus importante de semence, colt du vétérinaire). Cependant lors de la réussite d’une
IAC, les bénéfices pour 1’éleveur peuvent largement justifier cet investissement.

2.2.4  Année de realisation de I’insémination

Le nombre d’IAC pratiquées au CERCA a tendance a diminuer depuis 2003. Certains
¢éleveurs joints au téléphone ont montré une déception importante lors de 1’échec d’une IAC
sur une de leur chienne. En effet, la réalisation d’une IAC nécessite un investissement
financier important qui lors d’échec est difficile a supporter.

Les ¢éleveurs n’ont en effet pas tous a I’esprit que I’'IAC n’est pas une technique fiable a 100
% et qu’il existe en général plus de 30 % d’échec.

2.25 Difficultés

Il'y a eu pour 6,9 % des chiennes (7/101) des difficultés d’inséminations. Le plus souvent, le
passage du col avec la sonde norvégienne était difficile. Avec I’utilisation de I’endoscopie,
on peut espérer diminuer ce pourcentage de difficultés. Il est important de se préparer bien a
I’avance lors d’une IAC et d’anticiper les principales difficultés pouvant étre rencontrées.
En effet, la manipulation de la semence congelée est trés délicate. Dans cette étude, toutes
les chiennes pour lesquelles il y a eu une difficulté lors de I’insémination sont restées
vides.

2.2.6  Reflux

On obtient un taux de réussite de 61,5 % lors de ’existence d’un reflux et 54,1 % sans reflux
(12=0,24)

Le volume inséminé est un peu plus grand et donc la dose inséminante est plus importante
lors de I’existence d’un reflux. V= 3,6 +/- 1,3mL lors de I’existence d’un reflux et V= 3,4 +/-
1,2 mL sans reflux

2.2.7  Tranquillisation

Le taux de réussite semble meilleur lors du recours a une tranquillisation a la xylazine
(différence non significative). 1l est en effet important de déposer la semence dans 1’utérus.
Sur une chienne tranquillisée, cette étape est plus aisée. Ceci semble en contradiction avec 1’
hypothése de Buff ef al., (données personnelles), selon laquelle la xylazine aurait une action
néfaste sur la réussite des inséminations.

2.3 Parametre concernant la semence

2.3.1  Provenance de la semence
20 % des semences proviennent d’un autre centre d’insémination que le CERCA.
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Le taux de réussite entre les inséminations réalisées avec de la semence en provenance de
I’étranger est de 66,7 % (10/15 chiennes) contre 47,7 % (41/86) avec de la semence venant du
CERCA (Différence non significative).

L’¢étude comparative de la qualité des semences en fonction de leur provenance (cf.figure 67)
montre qu’effectivement le pourcentage de semence de tres bonne qualité (qualité A) est
plus important lorsque la semence provient de I’extérieur. (y%bs= 2,55 différence non
significative)

Figure 67 : Comparaison des qualités des semences selon leur provenance.

Qualité des semences congelées au CERCA Qualité des semences extérieures au CERCA

15%

c C
0% 33%
36 40%,

49% 27%

La qualit¢ de la semence dépend de différents facteurs. Pour expliquer cette différence, la
technique de congélation peut étre mise en cause.

2.3.2  Type de conditionnement de la semence : paillettes / pellets

Les pellets sont utilisés le plus souvent pour des semences provenant des Etats Unis.

Le taux de réussite semble meilleur avec les pellets (60,0 % 3/5 chiennes) au lieu de 49,3%
(44/90 chiennes) avec des paillettes. Cependant cela correspond au cas de seulement 5 TAC et
la différence n’est pas significative.

2.3.3  Qualité de la semence

Le pourcentage de semences de mauvaise qualité utilisé pour des IAC est de 36 %, ce qui est
trop ¢élevé. En effet le taux de réussite (significativement différent dans cette étude) et le
nombre de chiots chutent avec la qualité de la semence. Il est donc primordial de se
renseigner sur la qualité de la semence avant I’lAC.

Thomassen et al. (48) augmentent la dose de spermatozoides inséminés lorsque le
pourcentage de spermatozoides mobiles est < 50 % ou si le nombre de spermatozoides
anormaux est >20 %.

2.3.3.1 Lenombre de spermatozoides
Le nombre de spermatozoides mobiles par IA est :
= 171 +/- 97 millions de spz.
Le nombre total de spermatozoides mobiles par cycle est de :
= 291 +/- 164 millions de spz.
On remarque une augmentation du taux de réussite avec la dose de spermatozoides
inséminés. Si on en a la possibilité, il est intéressant de d’augmenter cette dose pour
améliorer le taux de réussite.
Linde Forsberg et al. (27) constatent de méme une augmentation du taux de réussite mais
aussi du nombre de chiots avec la dose de spermatozoides inséminée.
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2.3.3.2  Mobilité des spermatozoides

On remarque qu’une mobilité des spermatozoides apres décongélation inférieure a
50 % entraine une baisse des résultats de reproduction (différence significative). A
I’opposé, on n’observe pas d’augmentation de ces résultats lorsque ce seuil est dépassé.
En croisant 2 critéres de sélection : une bonne qualité de semence (semence A), et un
suivi de chaleur précis (suivi A) :

= le taux de réussite est de 77 % (7/9 chiennes).

2.4 Lacommunication autour de I’lAC

Il est important de bien expliquer aux éleveurs le principe, les enjeux et les limites de
I’TAC.

Cette information doit étre réalisée avant chaque IAC mais aussi lors de la congeélation
d’une semence.

En effet, lors de la collecte de données aupres des ¢leveurs pour cette étude, ceux pour qui
I’TAC n’avait pas été un succes, étaient trés contrariés et pensaient que la responsabilité
revenait au CERCA. Il faut comprendre qu’une IAC représente en effet un investissement
important de I’éleveur pouvant expliquer son ressentiment lors d’un échec.

Cependant, il faut savoir qu’un client mécontent se plaint en moyenne a 7 personnes
différentes, alors qu’un client satisfait n’en parlera qu’a 3 (7).11 faut donc éviter ce genre de
situation en expliquant au préalable aux clients les difficultés pouvant étre rencontrées lors
d’une TAC. On pourrait par exemple mettre en place une brochure d’information pour
les éleveurs intéresses.
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Conclusion

L’insémination en semence congelée (IAC), utilisée de maniére raisonnée, est un outil tres
efficace de sélection et d’amélioration génétique.

La conduite d’une TAC nécessite une rigueur absolue. En effet, comme nous I’avons vu
précédemment, un controle des qualités de reproduction de la femelle, du suivi de chaleur, et
de la qualité de la semence permet d’améliorer les résultats. Ainsi:

e Les qualités de reproduction de la femelle doivent étre vérifiées : fertilité, age (de 2
a 6 ans), nombre de chiots par portée.

e Le suivi de chaleurs doit déterminer de maniére précise le moment de 1’ovulation. La
précision de cette évaluation devant se faire a quelques heures pres. L’TA doit se faire
au minimum 2,5 a 3 jours apres I’ovulation.

e La qualité de la semence utilisée a une influence manifeste sur la réussite de I’TAC. Il
est donc nécessaire de se renseigner sur celle-ci avant de pratiquer I’'TAC.

Le taux de réussite du CERCA en IAC est de 50,5 % ce qui est inférieur a la plupart des
autres centres d’inséminations canines mondiaux.
Ce résultat peut étre expliqué par la réalisation des IAC trop précocement dans le cycle : En
effet, au vu de cette étude, et comme nous avons pu le noter aussi dans la littérature, les
chiennes semblent plus fertiles a J3 qu’a J2.
Cette étude a montré une baisse des résultats de reproduction de 2004 a 2006. Durant cette
période, 3 parameétres de reproduction sont en effet différents de 2001 a 2003 : La qualité de
semence, le nombre d’IAC/chienne, et le nombre de femelles infertiles inséminées. Enfin on
remarque que les inséminations étaient en général réalisées plus tardivement dans le cycle de
2001 a 2003.
Le nombre d’IAC ainsi que la dose de spermatozoides inséminés semble augmenter le taux de
réussite. Sur les croisements dont I’enjeu est important, il peut donc étre intéressant de répéter
les IAC.
Beaucoup de paramétres influent sur la réussite de I’IAC dont certains ne sont pas
contrdlables par le centre de reproduction.

o Semence de mauvaise qualité.

e Suivi de chaleur non réalisé au CERCA.

e Qualité de la reproductrice.

o Choix et disponibilité de |’éleveur.
Il est donc nécessaire de contrdler ses parametres par une anamnése compléte de la chienne.
Une hospitalisation pendant les chaleurs permet aussi un suivi de chaleurs précis sans
contrainte pour I’¢éleveur et le clinicien.
La communication avec les éleveurs doit d’ailleurs étre renforcée afin de les avertir des
limites de I’'TAC et d’éviter le mécontentement de son client face a un éventuel échec.
A I’avenir, la technique d’insémination par endoscopie semble prometteuse : les premiers
résultats sont satisfaisants et elle permet, par la vidéo, de montrer le bon déroulement de 1’acte
a I’¢éleveur (passage du col).
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ANNEXE 1 : Dossier de suivi de chaleurs des femelles au CERCA.

CERCA- ENVA : sUIVI de CHALEURS

Type de « saillie » :

Lieu de réalisation :

N° CLOVIS :
NOM :

Date

igme J

itme J

itme J

iéme J

itme J

Vulve

Couleur

N° de frottis

[JHS

[ 1555

[ JHS

[ 1555

[ JHS

[]s55 |[_HS

[]555

[ JHas

[]555

Hématies

PMN

% acido.

% baso.

% parab.

Autres

Fond

Amas

P4 N°tube

ng/ml

ng/ml

ng/ml

ng/ml

ng/ml

Conclusions

Echo.
Autres
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ANNEXE 2 : Fiche de congélation de semences au CERCA.

CONGELATION N° CLOVIS :
NOM :
Intervenant(s) prélévement :
DATE: /[ /
Présence d’une chienne en oestrus :
Race :
LIBIDO :
SEMENCE : Aspect macroscopique :
VOLUME | Phasel: ml Phase 2 : ml Phase 3 : ml
Volume total si phases mélangées : ml
Volume apreés centrifugation : ml  vol. dilueur : ml
MOBILITE % Nombre total de spz :
Anormaux : % Tétes : % Pigces int. : %
ANOMALIES Goutelettes : % Flagelles : % Décapités : %
PMN [ ] Hématies [ | Autres :

Concentration :

Conclusion :

Mobilité au test de décongélation :
Nombre de paillettes congelées :

Nombre d’1A réalisables :

EXAMENS COMPLEMENTAIRES :

Emplacement :

[] Oestradiol : [Ipr4: [] PAL sur semence
] Testostérone basale (] T4 libre : CJRrRCCU :
[ post-stimulation : [JTSH:

[] Brucellose : [] Herpesvirose : [] Bactériologie :

[] Frottis prépucial [] Echogtaphie génitale :

CONCLUSION :
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ANNEXE 3 : Dossier a remplir lors de la réalisation d’un

spermogramme au CERCA.

SPERMOGRAMME N° CLOVIS :
NOM :

Intervenant(s) prélévement :
DATE: [ /
Présence d une chienne en oestrus :

Race :

LIBIDO :

SEMENCE : Aspect macroscopique :

VOLUME |Phasel: ml Phase2:  ml Phase 3 : ml
Volume total si phases mélangées ; ml
Volume aprés centrifugation : ml vol. dilueur : ml
MOBILITE % Nombre total de spz :

M Anormaux : % Tétes : %Yo Piéces int. : %
ANOMALIES Goutelettes : % Flagelles : % Décapités : %

PMN [ ] Hématies [ ] Autres :

Concentration :
Conclusion :

EXAMENS COMPLEMENTAIRES :

[] Oestradiol : [pra: [ PAL sur semence :
[] Testostérone basale : [] T4 libre : [JRCCU :
[[] post-stimulation : [ TsH:

[ Brucellose : [] Herpesvirose : [] Bactériologie :

[ Frottis prépucial : [] Echographie génitale :

CONCLUSION :
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Annexe 4 : Analyses statistiques des résultats.

Différences du taux de réussite entre les chiennes avec antécédents d’infertilité et les chiennes sans
antécédents :

Hypothése HO : 1l n’y a pas de différence du taux de réussite entre les chiennes avec antécédents d’infertilité et
les chiennes sans antécédents.

Hypothése H1 : 11 existe une différence significative du taux de réussite entre les chiennes avec antécédents
d’infertilité et les chiennes sans antécédent.

Infertiles Fertiles
Réel Théorique Réel Théorique Total
Reussite 4 5,04950495 47 45,95049505 51
Echec 6 4,95049505 44 45,04950495 50
Total 10 10 91 91 101

¥? obs = 0,48904805

Degré de liberté¢ (DDL) = 1

> t=3,842a95%

2 obs <yt

On ne peut pas conclure a une différence significative.

Différences du taux de réussite entre les chiennes tranquillisées ou non.

Hypothése HO : 1l n’y a pas de différence du taux de réussite entre les chiennes tranquillisées ou non.
Hypothése H1: Il existe une différence significative du taux de réussite entre les chiennes les chiennes
tranquillisées ou non.

Non tranquillisées Tranquillisées
Réel Théorique Réel Théorique Total
Réussite 36 37,90322581 11 9,096774194 47
Echec 39 37,09677419 7 8,903225806 46
Total 75 75 18 18 93

y?obs = 0,99825162

Degré de libert¢ (DDL) = 1

> t=3,842a95%

¥? obs <yt

On ne peut pas conclure a une différence significative.

Différences du taux de réussite entre I’utilisation de paillettes ou de pellets :
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Hypothése HO : 1l n’y a pas de différence du taux de réussite entre 1’utilisation de paillettes ou de pellets.
Hypothése H1 : 11 existe une différence significative du taux de réussite entre 1’utilisation de paillettes ou de
pellets.

Paillettes Pellets
Réel Théorique Réel Théorique Total
Réussite 44 44,52631579 3 2,473684211 47
Echec 46 45,47368421 2 2,526315789 48
Total 90 90 5 5 95

y?obs= 0,23394405

Degré de liberté (DDL) =1

> t=3,84395%

2 obs <yt

On ne peut pas conclure a une différence significative.

Différences du taux de réussite entre le groupe cynotechnigue 10 et les autres groupes :

Hypothése HO : Il n’y a pas de différence du taux de réussite entre le groupe cynotechnique 10 et les autres
groupes.

Hypothése H1 : 1l existe une différence significative du taux de réussite entre le groupe cynotechnique 10 et les
autres groupes.

Groupe 10 Autres groupes
Réel Théorique Réel Théorique Total
Réussite 7 4,042105263 41 43,95789474 48
Echec 1 3,957894737 46 43,04210526 47
Total 8 8 87 87 95

y2obs=4,77735935

Degré de liberté (DDL) =1

rt=3,84295%

¥ obs >yt

On peut conclure a une différence significative.
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Différences du taux de réussite entre les chiennes primipares et multipares :

Hypothése HO : 11 n’y a pas de différence du taux de réussite entre les chiennes primipares et multipares.
Hypothése H1 : 11 existe une différence significative du taux de réussite entre les chiennes primipares et
multipares.

Primipares Multipares
Réel Théorique Réel Théorique Total
Réussite 16 18,28735632 27 24,71264368 43
Echec 21 18,71264368 23 25,28735632 44
Total 37 37 50 50 87

y?obs=0,98431147

Degré de liberté (DDL)=1

¥ t=3,84295%

x> obs <yt

On ne peut pas conclure a une différence significative.

Différences du taux de réussite lorsque la semence inséminée vient du CERCA ou d’un autre centre :

Hypothése HO : Tl n’y a pas de différence du taux de réussite lorsque la semence inséminée vient du CERCA ou
d’un autre centre.

Hypothése H1 : 1l existe une différence significative du taux de réussite entre lorsque la semence inséminée
vient du CERCA ou d’un autre centre.

CERCA Autre centre
Réel Théorique Réel Théorique Total
Réussite 41 43,42574257 10 7,574257426 51
Echec 45 42,57425743 5 7,425742574 50
Total 86 86 15 15 101

y?obs= 1,84299286

Degré de libert¢ (DDL) = 1

v t=3,842a95%

¥? obs <yt

On ne peut pas conclure a une différence significative.
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Différences du taux de réussite entre les résultats de la période 2001-2003 par rapport a 2004-2006 :

Hypothése HO : 1l n’y a pas de différence du taux de réussite entre les résultats de la période 2001-2003 par
rapport a 2004-2006.

Hypothése H1 : 11 existe une différence significative du taux de réussite entre les résultats de la période 2001-
2003 par rapport a 2004-2006.

2001-2003 2004-2006
Réel Théorique Réel Théorique Total
Réussite 33 24,5 16 24,5 49
Echec 15 23,5 32 23,5 a7
Total 48 48 48 48 96

y?obs=12,0468954

Degré de libert¢ (DDL) = 1

x> t=3,84495%

¥? obs >y t

On peut conclure a une différence significative.

Différence du taux de réussite lors de la survenue d’un reflux lors de I’insémination :

Hypothése HO : Il n’y a pas de différence du taux de réussite d’un reflux lors de I’insémination.
Hypothése H1 : 1l existe une différence significative du taux de réussite lors de la survenue d’un reflux lors de
I’insémination.

Reflux Pas de reflux
Réel Théorique Réel Théorique Total
Réussite 8 7,202702703 33 33,7972973 41
Echec 5 5,797297297 28 27,2027027 33
Total 13 13 61 61 74

y?obs= 0,24008485

Degré de liberté¢ (DDL)=1

v t=3,842a95%

¥? obs <yt

On ne peut pas conclure a une différence significative.
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Différence du taux de réussite en fonction du format des chiens, petites races par rapport aux autres
races :

Hypothése HO : 1l n’y a pas de différence du taux de réussite fonction du format des chiens, petites races par

rapport aux autres races.
Hypothése H1 : 11 existe une différence significative du taux de réussite fonction du format des chiens, petites

races par rapport aux autres races.

Petites races Autres races
Réel Théorique Réel Théorique Total
Réussite 2 3,031578947 46 44,96842105 48
Echec 4 2,968421053 43 44,03157895 47
Total 6 6 89 89 95

y2obs=0,75734786

Degré de libert¢ (DDL) = 1

vt=3,842a95%

¥? obs <yt

On ne peut pas conclure a une différence significative.

Différence du taux de réussite entre le CERCA et le CERREC :
Hypothése HO : 11 n’y a pas de différence du taux de réussite entre le CERCA et le CERREC.
Hypothése H1 : Il existe une différence significative du taux de réussite entre le CERCA et le CERREC.

CERREC ALFORT
Réel Théorique Réel Théorique Total
Réussite 53 45,96685083 51 58,03314917 104
Echec 27 34,03314917 50 42,96685083 77
Total 80 80 101 101 181

y?obs=4,53314861

Degré de liberté (DDL) =1

¥ t=3,84295%

¥ obs >yt

On peut conclure a une différence significative.
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Différence du taux de réussite entre le CERCA et ’ENVN :

Hypothése HO : Tl n’y a pas de différence du taux de réussite entre le CERCA et PTENVN._Hypothese H1 : 1l
existe une différence significative du taux de réussite entre le CERCA et ’ENVN.

ENVN ALFORT
Réel Théorique Réel Théorique Total
Réussite 3 3,028037383 51 50,97196262 54
Echec 3 2,971962617 50 50,02803738 53
Total 6 6 101 101 107

y?obs= 0,00055524

Degré de liberté (DDL) =1

rt=3,84295%

x> obs <yt

On ne peut pas conclure a une différence significative.

Différence du taux de réussite entre le CERCA et la Suéde :

Hypothése HO : 11 n’y a pas de différence du taux de réussite entre le CERCA et la Suéde.
Hypothése H1 : 11 existe une différence significative du taux de réussite entre le CERCA et la Suéde.

Suéde ALFORT
Réel Théorique Réel Théorique Total
Réussite 235 218,5093458 51 67,49065421 286
Echec 92 108,4906542 50 33,50934579 142
Total 327 327 101 101 428

Test y?obs= 15,8958433

Degré de liberté (DDL) =1

> t=3,843a95%

¥ obs >yt

On peut conclure a une différence significative.
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Différence du taux de réussite entre le CERCA et les résultats de Nothling :

Hypothése HO : 11 n’y a pas de différence du taux de réussite entre le CERCA et I’ Afrique du Sud.
Hypothése H1 : 11 existe une différence significative du taux de réussite entre le CERCA et I’ Afrique du Sud.

Afrique du Sud ALFORT
Réel Théorique Réel Théorique Total
Réussite 24 21,27659574 51 53,72340426 75
Echec 16 18,72340426 50 47,27659574 66
Total 40 40 101 101 141

Test y?obs= 1,03966877

Degré de liberté (DDL)=1

> t=3,844a95%

x> obs <yt

On ne peut pas conclure a une différence significative.

Différence du taux de réussite _entre le CERCA et la Norvége :

Hypothése HO : 11 n’y a pas de différence du taux de réussite entre le CERCA et la Norvége.
Hypothése H1 : 11 existe une différence significative du taux de réussite entre le CERCA et la Norvége.

Norvege ALFORT
Réel Théorique Réel Théorique Total
Réussite 501 481,0687023 51 70,93129771 552
Echec 184 203,9312977 50 30,06870229 234
Total 685 685 101 101 786

y?obs= 21,5859869

Degré de liberté (DDL) =1

> t=3,84495%

¥ obs >yt

On peut conclure a une différence significative.
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Différence du taux de réussite en fonction de la mobilité des spermatozoides :

Hypothése HO : 11 n’y a pas de différence du taux de réussite en fonction de la mobilité des spermatozoides.
Hypothése H1: Il existe une différence significative du taux de réussite en fonction de la mobilité des
spermatozoides.

Mobilité < 50% Mobilité > 50%
Réel Théorique Réel Théorique Total
Réussite 8 11,86813187 46 42,13186813 54
Echec 12 8,131868132 25 28,86813187 37
Total 20 20 71 71 91

y?obs= 3,97413752

Degré de liberté (DDL)=1

¥ t=3,84295%

> obs >yt

On peut conclure a une différence significative.

Différence de la qualité de la semence selon la provenance :

Hypothése HO : 1l n’y a pas de différence de la qualité de la semence selon la provenance.
Hypothése H1 : 11 existe une différence significative _de la qualité de la semence selon la provenance

CERCA Extérieur
Réel Théorique Réel Théorique Total
Qualité A 9 11,16216216 5 2,837837838 14
in?é”r?;ifﬁe 50 47,83783784 10 12,16216216 60
Total 59 59 15 15 74

y?obs=2,54829163

Degré de liberté (DDL)=1

> t=3,84495%

2 obs <yt

On ne peut pas conclure a une différence significative.
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Différence du taux de réussite en fonction du nombre d’I1AC :

Hypothése HO : 11 n’y a pas de différence du taux de réussite en fonction de 2 ou 3 IAC pratiquées.

Hypothése H1 : 11 existe une différence significative du taux de réussite en fonction de 2 ou 3 IAC pratiquées.

31AC 21AC
Réel Théorique Réel Théorique Total
Réussite 6 5,78125 31 31,21875 37
Echec 4 4,21875 23 22,78125 27
Total 10 10 54 54 64

y?obs=0,02325288

Degré de liberté (DDL)=1
v t=3,842a95%

x> obs <yt

On ne peut pas conclure a une différence significative.

Hypothése HO : 1l n’y a pas de différence du taux de réussite en fonction de 1 ou 2 IAC pratiquées.

Hypothése H1 : 1l existe une différence significative du taux de réussite en fonction de 1 ou 2 IAC pratiquées.

11AC 2 1AC
Réel Théorique Réel Théorique Total
Réussite 11 18,12631579 31 23,87368421 42
Echec 30 22,87368421 23 30,12631579 53
Total 41 41 54 54 95

y*obs= 8,83482937

Degré de liberté¢ (DDL)=1
v t=3,842a95%

¥ obs >yt

On peut conclure a une différence significative.
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Différence du taux de réussite en fonction de la qualité du suivi de chaleur :

Hypothése HO : 11 n’y a pas de différence du taux de réussite en fonction de la qualité du suivi de chaleur.
Hypothése H1 : 1l existe une différence significative du taux de réussite en fonction de la qualité du suivi de

chaleur.

Suivi B Suivi A
Réel Théorique Réel Théorique Total
Réussite 17 15,15294118 29 30,84705882 46
Echec 11 12,84705882 28 26,15294118 39
Total 28 28 57 57 85

Test y?obs=0,73175029

Degré de liberté¢ (DDL)=1

vt=3,842a95%

w2 obs <y>t

On ne peut pas conclure a une différence significative.

Suivi B Suivi C
Réel Théorique Réel Théorique Total
Réussite 17 14 2 5 19
Echec 11 14 8 5 19
Total 28 28 10 10 38

Test y?obs= 4,88571429

Degré de liberté¢ (DDL)=1

> t=3,844a95%

%2 obs >y t

On peut conclure a une différence significative.
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Différence du taux de réussite en fonction de la qualité de la semence :

Hypothése HO : 11 n’y a pas de différence du taux de réussite en fonction de la qualité de la semence.
Hypothése H1 : 11 existe une différence significative du taux de réussite en fonction de la qualité de la semence.

Qualité A Qualité C
Réel Théorique Réel Théorique Total
Réussite 9 5,534883721 8 11,46511628 17
Echec 5 8,465116279 21 17,53488372 26
Total 14 14 29 29 43

Test y?obs=5,31976796

Degré de liberté (DDL) =1

¥ t=3,84295%

¥ obs >yt

On peut conclure a une différence significative.

Qualité B Qualité C
Réel Théorique Réel Théorique Total
Réussite 19 14,57142857 8 12,42857143 27
Echec 15 19,42857143 21 16,57142857 36
Total 34 34 29 29 63

Test y2obs=5,11688641

Degré de liberté¢ (DDL) =1

v t=3,84295%

2 obs >yt

On peut conclure a une différence significative.
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Qualité A Qualité B
Réel Théorique Réel Théorique Total
Réussite 9 8,166666667 19 19,83333333 28
Echec 5 5,833333333 15 14,16666667 20
Total 14 14 34 34 48

Test y2obs= 0,28811525

Degré de liberté¢ (DDL) =1

> t=3,842a95%

2 obs <yt

On ne peut pas conclure a une différence significative.

Différence du taux de réussite en fonction du moment de I’insémination :

Hypothése HO : 11 n’y a pas de différence du taux de réussite en fonction du moment de I’insémination.
Hypothése H1: 1l existe une différence significative du taux de réussite en fonction du moment de
I’insémination.

J2 J3
Réel Théorique Réel Théorique Total
Réussite 6 8,461538462 5 2,538461538 11
Echec 14 11,53846154 1 3,461538462 15
Total 20 20 6 6 26

Test y2obs= 5,37858586

Degré de liberté (DDL) =1

v t=3,84295%

¥ obs >yt

On peut conclure a une différence significative.
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J1J32 J2J33
Réel Théorique Réel Théorique Total
Réussite 2 3,846153846 23 21,15384615 25
Echec 4 2,153846154 10 11,84615385 14
Total 6 6 33 33 39

Test y?obs= 2,9174026

Degré de liberté (DDL) =1

> t=3,842a95%

2 obs <yt

On ne peut pas conclure a une différence significative.

Différence du taux de réussite en fonction de la date de congélation des paillettes :

Hypothése HO: Il n’y a pas de différence du taux de réussite en fonction de la date de congélation des
paillettes.

Hypothése H1 : 11 existe une différence significative du taux de réussite en en fonction de la date de congélation
des paillettes.

1989-1994 1981-1988/1995-2006
Réel Théorique Réel Théorique Total
Réussite 19 16,65957447 35 37,34042553 54
Echec 10 12,34042553 30 27,65957447 40
Total 29 29 65 65 94

Test y?obs=1,11739857

Degré de liberté (DDL) =1

> t=3,84495%

2 obs <yt

On ne peut pas conclure a une différence significative.
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Proportion des suivis de bonne qualité selon deux périodes :

Hypothése HO : 11 n’y a pas de différence de la proportion des suivis de bonne qualité selon deux périodes.
Hypothése H1 : 11 existe une différence significative de la proportion des suivis de bonne qualité selon deux
périodes.

Suivi de
chaleur de 2001-2003 2004-2006
qualité A
Réel Théorique Réel Théorique Total
A 27 30,2970297 33 29,7029703 60
autres 24 20,7029703 17 20,2970297 41
Total 51 51 50 50 101

Test x*obs= 1,78539598

Degré de libert¢ (DDL) = 1

Y t=3,84295%

2 obs <yt

On ne peut pas conclure a une différence significative.

Proportion de semence de bonne gualité selon deux périodes 2001-2003 et 2004-2006:

Hypothése HO : Il n’y a pas de différence de la proportion de semence de bonne qualité selon 2 périodes.
Hypothése H1 : Il existe une différence significative de la proportion de semence de bonne qualité selon 2
périodes.

Semence
) 2001-2003 2004-2006
de qualité A
Réel Théorique Réel Théorique Total
A 10 7,50617284 6 8,49382716 16
Autres 28 30,49382716 37 34,50617284 65
Total 38 38 43 43 81

Test y2obs= 1,94492279

Degré de liberté¢ (DDL) =1

vt=3,84495%

2 obs <yt

On ne peut pas conclure a une différence significative.

105



Réussite de I’lAC avant et aprés 7 ans

Hypothése HO : 11 n’y a pas de différence de réussite de I'TAC avant et aprés 7 ans.
Hypothése H1 : 1l existe une différence significative de la réussite de I’TAC avant et aprés 7 ans.

Réussite de I'|AC aprés 7 ans

Réussite de I'lAC avant 7 ans

Réel Théorique Réel Théorique Total
Réussite 4 7,5 39 35,5 43
Echec 11 7,5 32 35,5 43
Total 15 15 71 71 86

y?obs= 3,95680751

Degré de liberté (DDL) =1
v t=3,842a95%

¥ obs >yt

On peut conclure a une différence significative.
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ANNEXE 5 : Paramétres relevés pour chague chienne.

Identité de la chienne :

(0]

O O0OO0OO0O0

Nom de la chienne.

Nom du propriétaire.

Numéro de Clovis (identification de la chienne pour ’ENVA).
Numéro d’identification CERCA.

Age.

Race.

Renseignements sur I’historique de la chienne.

(0}
o

(0]

o
(0}

Rang de cycle sexuel.

Nombre de chiots moyens par portée. Ce paramétre est connu pour 53
chiennes.

Antécédent d’infertilité : Insémination en semence fraiche ou saillie sans
résultats auparavant.

Cause de I'infertilité.

Pathologie/ traitements antérieurs.

Suivi de chaleurs.

(0}

(0]

(0}
(0}

Date présumée de 1’ovulation : cette date est souvent inscrite clairement sur le
dossier par le clinicien. Si cela n’est pas noté, la date d’ovulation est
déterminée : soit en fonction du taux de progestérone pour les suivis utilisants
un test quantitatif de progestérone seul, soit en fonction de 1’ovulation détectée
directement par échographie.
Meéthode de détermination de 1’ovulation : Dosages quantitatifs ou qualitatifs
de progestérone, échographie ovarienne.
Nombre de jours aprés le début des pertes vulvaires.
Qualité du suivi de chaleur (utilisation d’un indice A ; B ; C).
= A Suivi trés précis avec frottis, test quantitatif de progestérone, et
échographie ovarienne permettant une détermination trés précise de la
date d’ovulation.
= B : Suivi utilisant frottis et test quantitatif de progestérone.
= C: Suivi insuffisant utilisant test qualitatif de progestérone ou
irrégulier ne permettant pas une évaluation précise de la progestérone
(commencé par le vétérinaire traitant par exemple).

Insémination artificielle.

0]

O 00O

(@]

Nombre d’inséminations.

Date des inséminations.

Intervalle ovulation/insémination.

Taux de progestérone plasmatique le jour de 1I’insémination.

Type d’insémination : intra-utérine par cathétérisme, sous vaginoscopie,
chirurgicale, intra vaginale.

Difficultés éventuelles lors de I’insémination.
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O0O0oOo

Volume de semence inséminé.

Existence éventuelle d’un reflux aprés I'LLA.

Utilisation d’un tranquillisant lors de I’insémination.

Réussite de I’insémination artificielle, c’est-a-dire gestation ou non. (S’il y a
résorption, I’insémination est considérée comme réussie).

Semence du male.

o

O O0O0O0O00O0O0

Spermogramme avant congélation.
=  Spermatozoides/mL.
= Pourcentage de spermatozoides mobiles.
= Pourcentage d’anomalies
Dose inséminante en million de spermatozoides.
Mobilité apres décongélation.
Nombre de spermatozoides mobiles inséminés.
Date de congélation des paillettes.
Lieu de congélation des paillettes.
Procédés de congélation et de décongélation.
Paillettes ou pellets.
Qualité de la semence décongelé : Indice A, B, C.
e A: Tres bonne semence: > 60% de mobilité apres
décongélation, nombre de spermatozoides mobile inséminé >
150millions (60 millions si méthode chirurgicale).

e B : Bonne semence: > 50% de mobilité¢ apres décongélation,
conservation depuis moins de 10 ans.

e C: Semence de mauvaise qualité: < 50% de mobilité,
conservation depuis plus de 15 ans, dose inséminante inférieure
a 150 millions de spermatozoides.

Mise Bas.

O O0OO0OO0OO0O0O0

Date de la mise bas.

Réalisation d’une échographie de diagnostic de gestation.
Intervalle insémination/mise bas.

Nombre de chiots nés vivants.

Nombre de chiots morts nés.

Nombre de chiots anormaux.

Sex ratio.
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ANNEXE 6 : Liste des races ayant été inséeminées artificiellement en
semence congelée et nombre d’l1A par races.

e AKITA

o AMSTAFF

e BERGER ALLEMAND

e BEARDED COLLIE

e BEAUCERON

NP> [w |-

e BERGER AUSTRALIEN

e BERGER BELGES

[y
o

e BERGER DE BRIE

e BERGER DES PYRENEES

o BERGER POLONAIS

e BOULEDOGUE

e BOUVIER AUSTRALIEN

e BRAQUE

e BRAQUE ALLEMAND

e BRAQUE FRANCAIS

e BULL TERRIER

e CHOW CHOW

e COCKER AMERICAIN

e DALMATIEN

e DOBERMAN

e DOGUE ALLEMAND

e DOGUE ARGENTIN

e DOGUE DE BORDEAUX

e DRAHTHAAR

SN RN G Y G N G Y G R L

e ENGLISH SPRINGER SPANIEL

o EPAGNEUL BRETON

=
o

e EPAGNEUL DEL PONT

o EPAGNEUL FRANCAIS

e FOXTERRIER

e GOLDEN RETRIEVER

e GREYHOUND

e JACK RUSSEL

e LABRADOR

e | ANDSEER

A |w |k ke~ |w |~

e |LEVRIER AFGHAN
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MASTIFF

MATIN DE NAPLES

MONTAGNE DES PYRENNES

PETIT LEVRIER ITALIEN

POINTER

RHODESIEN

ROTTWEILLER

SALUKI

SCHNAUZER

SCOTTISH TERRIER

SETTER GORDON

SETTER IRLANDAIS

SHAR PEY

SHIPPERKE

SLOUGHI

TERRIER RUSSE NOIR

WELSH CORGI

YORKSHIRE

(O TN PN PN PN TN N P PN TS TN LS TN | OO [N TSN PN TS
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