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|. Objectifs

Dans cette étude, nous souhaitons optimiser lagdétide prélévement de semence des
grands félins sauvages en vue de leur conservgtéme aux biotechnologies. C’est pourquoi nous
avons procédé a des prélevements par électrodjacukur des félins issus de parc zoologiques
francais ou de parcs régionaux en Afrique du Sud.

Pour un expérimentateur novice, la technique digégculation ne s’acquiert pas avec
aisance. C’est pourquoi nous avons eu l'idée d’'ere#lla sonde d’électroéjaculation. D’une part,
nous souhaitons préciser le positionnement de cettele en intra-rectal (orientation ventro-
caudale), quelle que soit I'espece de grands félnswages prélevés ; d’'autre part, concrétiser cela
par la mise en place de graduations sur le manehk donde permettant au manipulateur de
trouver la bonne orientation rapidement grace ancme, et la profondeur grace a une molette de
positionnement.

Le but de notre étude est donc, entre autre, deispréle positionnement des sondes

d’électro€jaculation, de faciliter et rendre plusccessible ['utilisation de la sonde
d’électroéjaculation chez les félins.

[l. Matériels et méthodes

[1.1. Animaux et lieux de prélevements

1.1.1 Etude anatomigue

Un chat méale Siamois agé de 13 ans appartenantERCE et atteint d’'une maladie
systémique conduisant & son euthanasie a été autgys un premier temps.

Puis un guépard male de 4 ans du parc Letsatsntattiepuis son arrivée, d’'une maladie
systémique a été retrouvé mort. Le groupe CRESAlvaédé a son autopsie.

1.1.2 Animaux des préléevements

Les félins prélevés sont ceux du parc zoologiquevidunt Faron a Toulon (83) en juin
2010 : un léopardAanthera pardus un lynx boréall(ynx lyny, un caracal@aracal caraca) et un
lion (Panthera led ; du parc régional du Letsatsi : 13 guépadtsrionyx jubatuset un lion (figure
18 et photo 8) en Afrique du Sud lors d’une missionCRESAM en février 2011 ; et enfin au zoo
du PAL (03) : un lion en mars 2011, dans le cadnaealétude de fertilité. Les commémoratifs sont
indiqués pour chaque animal de I'étude : le tabléagpertorie leurs caractéristiques (age, sexe,...).
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Tableau 72 Commémoratifs des félidés sauvages prélevésrmuite étude.

4A60294034

(G) : guépard ; (L) : lion.
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Figure 18: Localisation du parc Letsatsi [72].
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Photo 8: Récolte de semence sur Alex, un lion du Letg&RIESAM)

79



[1.2. Matériels

11.2.1 Autopsie

Les autopsies effectuées ont nécessité des gatasesrjetables et des lames froides de 23
pour les dissections des plans cutanés, musculgtirpsofonds, ainsi qu’une pince a dents et des
ciseaux de Mayo pour la mise en évidence des diftérorganes et de leur topographie. Enfin, un
outil de mesure, type double-décimétre, est utiarpe marquage de la profondeur d’enfoncement.

11.2.2 Anesthésie

11.2.2.i Téléanesthésie

Afin d’endormir ces grands félins sauvages, nousnavprocédés a leur téléanesthésie,
méthode de choix en parc zoologique pour la pludas interventions vétérinaires. Celle-ci se
pratique a l'aide d'un fusil a lunette chargé déecfles hypodermiques pour des distances allant
jusqu’a 30 m, ou a l'aide d’'un petit fusil ou d’usarbacane (photo 9) pour des petites distances.

Photo 9: Téléanesthésie sur un lion du Letsatsi (CRESAM).

Fléche d’anesthésique}




11.2.2.ii Molécules anesthésiques

L’animal est mis a jeun depuis au moins 24 a 4&dweuNous avons choisi un protocole
anesthésique a base de DEXDOMIT®RPfizer, (dexmédétomidine a 100 pg/kg en IM) et
d'IMALGENE 1000®, Merial, (kétamine & 30 mg/kg en IM), nous laigsame durée de manceuvre
de 30 a 50 mn environ.

11.2.2.iii Suivi anesthésique

Une voie veineuse est posée systématiquement aguetanimal & I'aide d’'un cathéter rose
20 G ou vert 18 G, de type VASOFR#&Xde chez Braun. Puis nous les mettons sous perfasion
débit de 10 mL/kg/h de chlorure de sodium a 0,9 &bonne perméabilité des voies aériennes est
vérifiée. Le temps d’anesthésie est précisémenur@est contr6lé afin de prévoir au mieux les
réactions de I'animal. Une trousse de moléculesgéince (adrénaline, atropine) est a portée de
main. Un tissu opaque est posé sur la face derfanfvoir photo 10). Un lubrifiant oculaire type
OCRYGEL®, AgecoM, est déposé dans les deux yeux de I'animalus régulierement possible.

Photo 10: Anesthésie d'un lion par le CRESAM.

81



11.2.3 Matériels de prélévement

11.2.3.i  Flush vésicaux

A l'aide d'un cathéter bleu 22 G sans mandrin, renens sondé I'animal anesthésié et rincé
sa vessie a l'aide d’'une seringue de 20 mL rentdi®199 (Sigma-aldric®), milieu de coloration
cellulaire sensible au pH (photo 11). Ce coloraria garticularité d’étre incolore en présence
d’urine, ou légérement jaune di a la couleur de lolesl’'urine, et plus précisément violet dans un
milieu a pH acide, mais est par contre naturelldrdercouleur rose, des que le milieu est neutre ou
Iégérement basique, pH de la semence, c'est-dodsgu’il N’y a pas d’'urine.

Le cathéter est laissé & demeure lors de I'éléjetcalation.

Photo 11: Variation de couleur du M199 a différents pH.

Les bandelettes urinaires indiquent le pH du miéepar conséquence la couleur du M199 au pH
correspondant (de gauche a droite respectiven®1g,:7, 6, 6, 7).

11.2.3.ii Sonde et électroéjaculateurs

Nous avons utilisé un électroéjaculateur genre dP Taelectronic®, Oregon, USAet des
sondes bipolaires de 12, 20 et 25 cm selon I'especélin prélevés. L'annexe 4 regroupe les
différents protocoles pour félidés sauvages, awedibmetre de sonde adéquat.
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[1.2.3.iii Récolte de la semence

Nous avons placé avant chaque série d’électrogaonll’extrémité du pénis de I'animal
dans un tube a essai en plastique hermétique daboildeu, type M23914 de chez Biobl@gkafin
de récolter les différents éjaculats. Puis entaxak série, le tube est changé. La semence récoltée
est placée dans le milieu utilisé par le CERCA &e de sa conservation comme décrits dans la
premiére partie, chapitre 4.

[1.3. Méthodes : amélioration de la forme et du positionement de

la sonde d’électroéjaculation

1.3.1 Expérience 1 : position de la sonde analysée graéedes

examens nécropsigues

11.3.1.i Etude préliminaire sur un chat domestique

Avant I'euthanasie du chat, nous avons procédéradalte de sa semence (photo 12) par
électroéjaculation selon le protocole utilisé auRCHA et retracé en annexe 5. La sonde rectale,
mesurant 12 cm de longueur, 1 cm de diametre, daitgee en place avant l'autopsie afin de
prendre les mesures nécessaires quant a la digtkrateode-prostate, pour un bon positionnement
de sonde engendrant la protrusion des griffes dstepeurs.
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Photo 12 Marquage du positionnement de la sonde rectagerpcolte de semence par

électroéjaculation sur un chat (CERCA).

11.3.1.ii Nécropsie d’'un quépard

L’animal étant déja mort a l'arrivée de I'équipe GRESAM, aucune électroéjaculation n'a
pu étre mise en place, seule une étude anatomige @acement de sonde bipolaire a pu étre
menée.

11.3.2 Expérience 2 : positionnement et forme de la sonde

analysés grace a différents prélévements

11.3.2.i Fréguences et mode de prélevements

Avant toute intervention, I'animal subit un exameémique, notamment de son appareil
génital male externe : les mesures morphométrigee®us les males prélevés dans les différents
parcs sont répertoriées dans le tableau 10, aimsies caractéristiques particulieres comme I'aspec
des papilles du pénis par exemple (photo 13).
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Photo 13 Pénis extériorisé d’un Lion du Letsatsi (CRESAM)

La présence de papilles confirme la bonne imprégmain testostérone du félin.

Le protocole utilisé correspond a ceux précédemmiéatits dans la partie 1, utilisés par le
CRESAM pour I'électroéjaculation des félidés, repoen annexe 5 et illustré par la photo 14, a
savoir :

1% série : 30 stimulations (10 stimuli de 4 volts,dE05 volts, 10 de 6 volts),
2°Msérie : 30 stimulations (10 stimuli de 5 volts,did6 volts, 10 de 7 volts),

3éme

seérie : 20 stimulations (10 stimuli de 6 volts,dE)7 volts).

Sur le dernier enchainement de 10 stimulationshd@e série, un massage de la zone
périnéale (photo 14) est entrepris afin d’augmelatguantité d’éjaculat récolté.
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Photo 14 Massage périnéal lors d'une électroéjaculatimrus lion du Letsatsi (protocole
du CRESAM, non publié).

s

11.3.2.ii Examen de la semence

i. Volume, aspect, pH

L’examen premier est visuel (aspect, pH) et quatifti{volume, pH), puis a l'aide de
colorations particuliéres, nous procédons a la ftifization de la mobilité, morbidité et formes
anormales.

Le volume mesuré correspond au volume total densperélevé au cours de toutes les
stimulations (somme de toutes les semences réageapgeés chaque série). Ce volume est mesuré
par pipetage.

Le pH est mesuré a l'aide de bandelettes de pppier

ii. Numération, mobilité, formes anormales

Pour le comptage des spermatozoides vivants, nsoftildes formes anormales, nous avons
utilisé la coloration éosine-nigrosine : elle estréférence en matiere d’examen morphologique de
la semence [81]. Le colorant est constitué d’'unamgé isotonique de 10 % de nigrosine et de 4 %
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d’éosine. Il doit étre conservé au réfrigérateur. Il s’agit d'une coloration différentielle. Elle permet
de distinguer les cellules mortes (éosinophiles) des cellules vivantes (non éosinophiles). La
nigrosine permet d’éliminer I'effet de coloration de milieu di au premier colorant, ce qui offre une
meilleure visualisation des cellules.

Les spermatozoides vivants restent incolores, ou se colorent partiellement en rose a la partie
supérieure de la téte, tandis que les spermatozoides morts s'imprégnent intensément de colorant e
apparaissent en rouge sur un fond rose.

L’éosine B présente I'avantage supplémentaire de colorer les spermatozoides non mobiles
en plus des spermatozoides morts. On peut donc dénombrer les morts et les vivants, les mobiles et
les non mobiles, ainsi que les formes anormales.

La technique de coloration est la suivante : une goutte de semence est prélevée a 'aide d’'une
pipette, dans I'échantillon de sperme maintenu a 37°C a l'aide d’un bain d’eau chaude. Cette goutte
est mélangée a une goutte de colorant, et le nouvel échantillon est laissé 5 minutes a 37°C. On
réalise ensuite un étalement sur une lame comme on le ferait pour un frottis sanguin. La lame
séchée, I'observation se fait au microscope objectif x40, puis a I'objectif x100 a immersion.

1.3.3 Expérience 3 : essai de diminution de la contamination par

I'urine

L'utilisation d’'un milieu de coloration cellulaire sensible au pH, le M199 a été testée lors
des derniers prélevements par le CRESAM sur des grands félins. En effet, le but était de
s’affranchir de la contamination urinaire, qui diminue la qualité de la semence prélevée, comme vu
dans la partie 1, chapitre 3.

Ainsi avons-nous rajouté au protocole d’électroéjaculation cette étape : apres cathétérisation
de l'urétre avec un cathéter sans mandrin, des rincages vésicaux sont pratiqués avec le M199 (une
vingtaine de millilitres sont injectés puis réaspirés) jusqu’a obtention d’'un liquide rose, donc sans
contamination urinaire.

De plus, dans le tube de récolte des éjaculats, quelques millilitres de M199 sont rajoutés afin
de vérifier la contamination urinaire : en effet, des que le prélevement change de couleur (de rose a

jaune), I'électrostimulation est stoppée, nous procédons a de nouveaux riongcages vésicaux, puis
reprenons le protocole d’électroéjaculation.
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