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INTRODUCTION

Le succes de l'insémination artificielle dépendgeande partie de la qualité de la semence,
c’est pourquoi il est important de disposer de memplies analytiques fiables permettant de
I'évaluer. La meilleure méthode d’évaluation de féatilité d’'un maéale reproducteur est
I'estimation du taux de gestation suite a l'inséation artificielle de femelles mais cette
méthode est longue, tres colteuse et impossibleetéraren ceuvre chez 'homme. C'est
pourquoi de nombreuses méthodes ont été développéesenter d’évaluer la fertilité d’'un

reproducteur par I'analyse vitro de sa semence.

Les differentes méthodes d’analyse de la sememtentede caractériser des marqueurs de
fertilité, c'est-a-dire des particularités des spEbzOIdes liées a leur pouvoir fécondant. Ces
marqueurs doivent étre corrélés a la fertilité négiglement se rapprocher autant que possible
des résultats d’estimation de la fertilité par leud de gestation. Les parametres
séminologiques évalués en routine sont principateroadées sur I'analyse macroscopique de
la semence c'est-a-dire I'évaluation du volume etl'dspect de I'échantillon (couleur,
turbidité...) mais aussi sur I'analyse microscopigoenprenant I'étude de la motilité, de la
concentration et de la morphologie des spermatesofdes examens sont réalisés en routine
depuis plus de 50 ans et permettent de détermingudlité de la semence cependant cet

examen de la semence reste subjectif.

Les méthodes d’analyse de la semence utiliséeswtime soulevent encore des questions de
la part des professionnels. La comparaison desadéthd’analyse de la semence dans une
espéece donnée peut apporter des savoir-faire cameptéires pour les autres espéces. C'est
pourquoi nous proposons dans cette thése de conpsuireéthodes d’évaluation de la qualité
de la semence employées dans les especes bowviiree eahumaine. Les objectifs, les enjeux

et la finalité de I'examen du sperme sont tre2déiits pour les trois espéeces considérées.

Dans la filiere bovine, lI'insémination fait partiatégrante des pratiques d’élevage. Les
taureaux en centre d’'insémination sont des reptedtg qui ont déja subi une sélection, les
sujets présentant des parameétres séminologiquemaresi ont donc été éliminés. De plus
'aspect zootechnique est a prendre en comptepoar un taureau élite, le nombre de

paillettes fabriquées est important pour assurerlarge diffusion de son potentiel génétique.
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En centre d’'insémination, I'examen de routine deséenence est un contrdle qui vise a
détecter des variations dans les valeurs propotmgue animal avant d’effectuer la mise en
paillettes et la congélation. Par contre, pouréigpeur, la décision de rejet ou d’acceptation
d’un éjaculat pour la congélation peut étre delicampte tenu des conséquences financieres

gue cela implique, en particulier pour les tauredékte.

Dans le cas du chien, I'examen peut intervenir dans contexte pathologique, lors
d’infertilité inexpliquée mais aussi dans le cadeelinsémination artificielle, 'examen est
alors pratiqué avant la conservation du spermegagélation ou avant I'insémination de la
chienne en semence fraiche. La filiere de I'insétndm canine est en expansion mais reste

cependant assez confidentielle en France. La senest@n général peu diffusée.

Chez 'homme, I'examen du sperme intervient danscantexte meédical et individuel.

L’examen du sperme est pratiqué sur des hommesdénés comme fertiles (ayant déja au
moins un enfant) lorsqu’ils sont candidats au densgerme. Mais le plus souvent, il est
pratiqué dans un contexte pathologique lors d'tilfiér masculine. Il s’agit 1a d’'une approche

individuelle et avec le développement des méthate®rocréation Médicalement Assistée
(PMA) la notion de « qualité » du sperme humainaestdéfinir. En effet, dans les conditions
physiologiques il faut un grand nombre de sperndities motiles et de morphologie normale
afin de féconder un ovocyte, la technique d’In@etintra-Cytoplasmique de Spermatozoide
(ICSI) permet de feconder un ovocyte par injectthrecte d'un spermatozoide dans son
cytoplasme...l'intérét d’évaluer la numération, la tilit@ et certaines anomalies

morphologiques devient alors relatif.

Dans un premier temps, cette étude vise a déasrenéthodes d’évaluation de la qualité du
sperme utilisées en pratique dans des centresatipésipour les especes bovine, canine et
humaine, considérés comme représentatifs de cestuitilisé en France. Dans un deuxieme
temps, elle vise a déterminer les similitudes ediéérences des méthodes d’évaluation de la
qualité de la semence entre especes et les criieraonservation et d’élimination de la
semence. Enfin, ce travail a pour but d’évaluelitages de ces techniques et de discuter des
améliorations techniques qui pourraient étre agesrdans les années a venir. On ne prendra

pas en compte la qualité microbiologique du spetares cette étude.

16



1 CONTEXTE DE L'ETUDE

1.1 L'insémination artificielle en France : histori gue et état des

lieux

1.1.1 L’'insémination artificielle dans I'espece can  ine

L'insémination artificielle été découverte au XVAT® siécle notamment avec la premiére
insémination chez le chien pratiquée par I'abbéll&meani en 1780 et ayant conduit a la
naissance de trois chiots. Au XIX et X% siécle, des essais ont été réalisés dans le but
d’améliorer la collecte et la conservation de lmsece dans I'espece canine mais les réelles
avancees dans ce domaine ont eu lieu dans lessaoimégiante grace au développement de
'insémination artificielle dans I'espéce bovinea Ipremiére portée obtenue par Seager a
partir de semence congelée est née en 1969 aux-UHta. Au cours des vingt dernieres
annees, plusieurs travaux ont visé a amélioreralx e réussite grace a une meilleure
conservation de la semence, une meilleure conmaiesu cycle cestral de la chienne et a de

meilleures techniques d’insémination (Guérin, 1997)

Compte tenu des particularités du cycle de la cl@enomportant des périodes d’'cestrus tous
les 6 & 7 mois, tout échec lors de la mise a leodetion implique une perte de temps et
d’argent pour I'éleveur. L'insémination artificiellpeut étre un outil précieux dans la gestion
et I'optimisation de la reproduction en élevageica®n compte aujourd’hui en France quatre
banques de semence pour I'espece canine. Ellesoéés a 'Ecole Nationale Vétérinaire
de Maisons-Alfort (Centre d’Etude en Reproductiass dCarnivores : CERCA), a I'Ecole
Nationale Vétérinaire de Nantes (Centre d’'Insénmmadrtificielle Canine : CIAC), a I'Ecole
Nationale Vétérinaire de Lyon (Centre d'Etude eRaeherche en Reproduction et Elevage

des Carnivores : CERREC) ainsi qu’a L’Isle Jourd&®) dans une clinique privée.

L’activité du CIAC de Nantes, montre une progressimnstante depuis 1996, comme
lillustre le Tableau 1. Cependant l'inséminatiortifeielle en semence congelée n'a pas
évolué dans cette structure depuis sa créatio0D#& a 2005, au maximum une insémination

en semence congelée était réalisée par an.
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Tableau 1 : Bilan de I'activité du CIAC de Nantes @ 2001 a 2005 (d’aprés Boitout, V. 2007).

Nombre de Nombre d’'lA Nombre d’'lA Nombre d’'lA
chiennes suivies pratiqguées en pratiquée en pratiqguées en
semence fraiche semence semence congeléd
réfrigérée
2001 128 40 1 1
2002 134 31 0 0
2003 119 51 0 0
2004 146 32 4 1
2005 164 49 3 1

Le Tableau 2 ci-dessous présente un bilan du nodilmeeminations artificielles pratiquées
au CERCA de 1999 a 2002. 557 chiennes ont étéesuati CERCA pour IA de 1999 a 2002,
soit une moyenne de 139,25 chiennes par an (Bag&0®}). Sur la période 1994 a 1998, 480
chiennes ont été suivies au CERCA pour IA (Dout&tamnimenus, 2001) soit une moyenne
de 96 chiennes par an sur cette période. Le CERSTAaestructure francaise la plus active
concernant la pratique de I'insémination artifigedans I'espéce canine, cependant de 1999 a
2002 seulement 109 inséminations en semence cengeté&té pratiquées, ce qui représente
une moyenne de 27 interventions par an (Bartol®4R0De plus, aprés un pic de 28
inséminations en semence congelée en 2003, le reafiibséminations en semence congelée

n'a cessé de décroitre jusqu’a 12 en 2006 (Beng20év).

Tableau 2 : Bilan numérique des Inséminations Artiicielles (1A) pratiquées au CERCA de 1999 a 2002
(d’aprés Bartolo, 2004).

Nombre d’lA Nombre de chiennes | Nombre moyen d’l1A
pratiqguées concernées pratiquées/ chienne
IA en semence fraiche 808 476 1,7
IA en semence 31 24 1,29
réfrigérée
IA en semence 109 57 1,91
congelée

Le Tableau 3 représente le bilan d’activité du CERRle Lyon depuis son inauguration en

1995 jusqu’a 2001. De 1995 a 2001, le nombre dimisations en semence congelée varie de
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5 a 14 par an. Avec une moyenne de 9 inséminagorsemence congelée par an sur ces 7

années.

Tableau 3 : Bilan de I'activité du CERREC de Lyon & 1995 a 2001 (d'aprés Rostagnat, 2003).

Nombre total % d’lA en % d’lA en % d’'lA en

d’l1A semence fraiche semence semence

réfrigérée congelée
1995 35 78,8 6 15,2
1996 39 81,6 52 13,2
1997 55 65,5 10,9 23,6
1998 71 78,9 4,2 16,9
1999 70 78,3 14 20,3
2000 66 84,6 1,6 13,8
2001 85 78,8 2,4 8,8

Malgré des progres concernant la détermination dmemt optimal d’'insémination et une
amélioration des techniques de mise en place dsemaence, le taux de réeussite pour
'insémination en semence congelée est de 50,5%ERCA (ENVA) de 2001 a 2006
(Benechet, 2007), de 66,7% au CERREC (ENVL) de 1®2002 (Rostagnat, 2003) et de
50% au CIAC (ENVN) de 1996 a 2000 (Bisson, 2002).

En définitive, I'insémination artificielle en semerte fraiche est pratiquée régulierement
par de nombreux vétérinaires praticiens. Cependanta I'heure actuelle, en France,
I'insémination artificielle en semence congelée riesconfidentielle. En moyenne, les trois
banques de semence congelée situées dans les Ededgmnales Vétérinaires d’Alfort,
Lyon et Nantes totalisent entre 30 et 40 inséminatns artificielles en semence congelée
par an. Le développement d’'une technique d’insémirteon profonde sous endoscopie et
une meilleure information des éleveurs concernanesk intéréts mais aussi les limites de la
technique pourraient aider au développement de l'isémination artificielle dans I'espéce

canine.
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1.1.2 L'insémination artificielle dans I'espece bov  ine

L’application de la technique de l'inséminationifarielle aux grandes especes a été plus
tardive, elle fut rapportée pour la premiére faas pn vétérinaire praticien, le Dr Repiquet, a
la société centrale de médecine en 1887. A la dirKtK*™ et début du XX™ siécle, les
russes Ivanoff et Milovanov appliquérent leurs & a différentes especes (chevaux
principalement mais aussi bovins, chiens, rendegsns et volaille) et mirent en place la
procédure techniqgue en Russie (Foote, 2002). Lasux sur l'insémination artificielle
impliquant diverses especes incluant les bovinspsarsuivirent en Scandinavie, en
Angleterre et au Japon (Foote, 2002). En Frangeséimination artificielle fut entrevue
comme un procédeé applicable dans les élevages fdans les années trente. Ce sont les
vétérinaires Kleber Létard, Le Hello et Jean Bigum ont réalisé les premiéres inséminations
sur des bovins. En 1935, Létard présente les istée€l'insémination artificielle a I'occasion
des journées vétérinaires d’Alfort. C’est seuleméint ans plus tard que le premier centre
d’'insémination artificielle bovine a vu le jouralLoupe, en Eure et Loire en 1946 et en 1948,
trente-huit centres d’'insémination fonctionnaidrd. principale limite au développement de
'insémination artificielle était alors la consetieen de la semence car celle-ci était réfrigérée
a +5°C et devait étre utilisée dans un délai deés tfours. C'est a partir de 1956 que la
congélation de la semence fut maitrisée gracetifidation de glycérol, cet avénement donna
un essor considérable a I'insémination artificiéllpartir des années soixante-cing. En 1964,
un francais, Cassou, créa la paillette de semeoicgetée qui sera exportée dans le monde
entier (Foote, 2002).

Aprés la mise en place de l'organisation de I'égvan France (loi sur I'élevage du 28
décembre 1966), le développement de l'inséminadidificielle a permis un accroissement
considérable du progres génétique par la voie nealeffet, cette technique permet une large
diffusion de la semence de géniteurs d’élite. Etrepue développement de l'insémination
artificielle a profondément révolutionné les pratig d’élevage (dans la filiere laitiere en

particulier) et 'organisation du systéeme d’élevégacais.

En 1980, le nombre d’'inséminations artificielleseggnait 130 millions dans le monde. En
1985, on chiffrait a plus de 200 millions le nombieedoses de semence produites, dont 95%
en semence congelée (Vishwanath, 2003) alors @064, il s’élevait a prés de 265 millions,
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avec un plus grand développement de l'activité dimss pays développés d’Europe et
d’Ameérique du Nord (Thibier et Wagner, 2002).

En France l'activité a connu une régression importate lors de la mise en place des
quotas laitiers en 1984 et de la réduction progres® du cheptel bovin laitier (Ponsartet
al., 2004).

En 2006, en France, 4 079 569 inséminations adiiiis ont été pratiquées dans l'espece
bovine, soit une diminution de 2,81% par rappof085 et une diminution de 35,96% par
rapport a 1986 (données UNCEIA).

Le Tableau 4 représente le nombre d’'inséminatiotificeelles pratiquées en France selon le
type de bovin «races laitieres » ou «races baashe L'insémination artificielle est
beaucoup plus utilisée pour les races laitieres ghes de trois millions d’'inséminations en
2006 alors gu'un million d’inséminations ont étéagmuées dans les races boucheres.
Cependant, globalement, le nombre d'inséminaticarssdes races laitieres subit une forte

diminution alors qu’il augmente dans les races hétes.

Tableau 4 : Synthése de I'activité d’'insémination wificielle bovine en France en 2006 (d'aprés lesahnées
statistiques de 'UNCEIA).

Races laitiéres Races bouchéres
2006 % par rapport 2006 % par rapport
a 2005 a 2005
Taureaux utilisés 3013 262 -3,57 1 066 307 -0,61
Femelles 2 979 485 -3,50 581 502 +3,99
inséminées

83,7% des inséminations sont pratiquées sur dewesgdaitieres et 16,3% sont pratiquées sur

des vaches allaitantes en France.

La Figure 1 représente la répartition par dépanterdes insémination artificielles pratiquées
en France en 2006.
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Figure 1 : Inséminations artificielles bovines padépartement en 2006 (d’aprés les données de 'UNCEL
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Les zones ou l'activité Insémination Artificiell@wne est la plus importante correspondent
aux grands bassins laitiers, la Bretagne et la Modie. A contrario, I'lle-de-France et les
départements du bassin Méditerranéen utilisentI'peémination artificielle. Globalement
on constate une diminution du nombre d’inséminatiariificielles pratiquées sur le territoire
francais, cette baisse est particulierement margaés le Sud-Ouest (le Gers et les Landes
enregistrant une diminution de plus de 10%) etl#re de la France.

Avant 2007 il existait 46 centres d’inséminatiotifeielle en France. L'Union Nationale des
CEIA (UNCEIA) a une mission de fédération des CHIAJNCEIA a également une mission
de recherche appliguée et dispose d'un départespecialisé dans les biotechnologies de la
reproduction. Dans le service Andrologie de 'UNE&Ela qualité du sperme animal fait
I'objet d’approches multiples visant a en optimiefécondance en améliorant les conditions
de production, de sélection, de dilution et de eoration. De nouveaux programmes de
Recherche et Développement sont menés avec poectiblgjrincipal 'amélioration de la
fertilité des taureaux d’insémination. En ce qunaerne la fertilité du male, 'TUNCEIA
travaille actuellement surla recherche d'un priédic de fertilité, I'amélioration de la
congélation de la semence (utilisation d’anti-oxydaetc), le tri de la semence X/Y et un

programme fondamental concernant 'améliorationétjgune des animaux d’élevage ayant
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conduit notamment a la découverte de 3 QTL (Quatiné Trait Loci) reliés a la fertilité, a la
guantité et a la qualité des spermatozoides.

La filiere de I'insémination artificielle animale est en profonde restructuration depuis le

1%" janvier 2007 avec I'entrée en vigueur de I'applicdon de la Iégislation zootechnique
européenne, la disparition du monopole de zone (oexture a la concurrence) et les
modifications des modalités de préparation et de diribution de la semenceEn effet,
jusqu’en janvier 2007, la sélection génétique ias€mination artificielle étaient régies par la
loi sur I'élevage de 1966. La loi d’orientation mgte du 5 janvier 2006 (loi 2006-11 du 5
janvier 2006 d’orientation agricole) a décrit lemtours d’'une grande réforme de I'élevage
qui a été précisée dans les ordonnances décretgédés parus en décembre 2006. Les
particularités francaises, a savoir 'absence aewaence pour I'approvisionnement en doses
de semence et pour leur distribution (monopole alee z-des CEIA) étaient en contradiction
avec l'ouverture européenne. C’est pourquoi un pauv cadre légal qui libéralise
I'insémination artificielle a été mis en place €08. Ainsi le monopole de zone a disparu et,
sous certaines conditions zootechniques et sastaites « entreprises de sélection » et des
« entreprises de mise en place » peuvent désonmaise jour. Cependant, la nouvelle loi
préserve le systeme national d’information génétiqavec les Etablissements
Départementaux d’Elevage (EDE), les Associationgidtiales au Service des Organismes
d’Elevage (ARSOE) et les contréles de performanCes. profondes modifications du cadre
réglementaire vont entrainer, avec la libéralisatdu marché, une segmentation et une

diversification des services proposés dans le doendeé I'insémination artificielle bovine.

1.1.3 L’insémination artificielle chez ’'hnomme

Chez 'homme, des essais d'insémination artificiedht été réalisés a la fin du XVAff®
siecle, conjointement par un anglais, J. Huntepaet un francais, MA Thouret qui fut le
premier a publier un petit ouvrage trés completiatiechnique, les indications et les premiers
résultats. Cependant, des considérations religieuset freiné le développement de
'insémination artificielle. Ainsi c’est seulemean 1973 que furent créées les deux premiéres

banques de sperme en France, dans le cadre désuxge Paris.

23



Ensuite, progressivement, s’est mis en place lgsteme CECOS (Centre d’Etude et de
Conservation des (Eufs et du Sperme humains)» fet lEdoption par chacun des nouveaux
centres des principes, notamment des principeguéhiet de politique scientifique, a instauré
un esprit communautaire, avec un besoin de pluyslenfort d’échanges et de comparaison
entre les centres. Cela a aboutit en 1981 a ldienédlune Fédération Francaise des CECOS.
Cette structure a permis I'harmonisation et la saré des CECOS tout en préservant leur
autonomie. On recense aujourd’hui 20 centres CEC@&partis sur le territoire francais
(Figure 2).

Figure 2 : Liste des centres habilités pour le dode sperme en France.

1 Amiens

2 : Besancon-Dijon
3 : Bordeaux

4 : Caen

5 : Clermont-Ferrand
6 : Grenoble

7 : Lille

8 :Lyon

9 : Marseille

10 : Montpellier:
11 : Nancy

12 : Nantes

13 : Nice

14 : Paris

15 : Reims

16 : Rennes

17 : Rouen

18 : Strasbourg
19 : Toulouse
20 : Tours

Depuis sa création, le systeme CECOS a connu wstatdrdéveloppement, a la fin de 1988,

19232 conceptions avaient été permises graceantalmution de 7443 donneurs.

Le Tableau 5 présente I'évolution de l'activité Riecréation Médicalement Assistée (PMA)
de 1998 a 2004.a PMA a connu un grand développement depuis les agées 80En 2004,
23926 cycles de Fécondation In Vitro (FIV) et 3129tles d’Injection Intra Cytoplasmique
de Spermatozoide (ICSI) ont été pratiqués. De ¥02804 le nombre de cycle FIV reste
relativement stable, cependant on assiste a udadement important de I'ICSI, en effet, en
6 ans le nombre d’ICSI pratiquées en France aquethent doublé.
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Le nombre d’interventions de Procréation MédicaleimAssistée (PMA) pratiquées en
France est le plus important des pays européemmndapt seulement 1,7% des enfants nés en

2004 sont issus de la PMA, ce pourcentage estgy® dans les pays Scandinaves et en
Islande (Anderseat al, 2008).

Tableau 5 : Procréation médicalement assistée en d&rmce : données chiffrées de 1998 a 2004 (d’apres

Nygren et Andersen., 2001 ; Andersest al., 2004 ; Anderseret al., 2006 ; Anderseret al., 2008).

1998 2000 2002 2004
Nombre de cycles 21831 23347 21557 23926
FIV pratiqués
Nombre de cycles 17583 23228 25522 31291
ICSI pratiqués
Nombre 7531 8357 9693 10460
d’accouchements
suite a PMA
% d’enfants nés 1,29% 1,4% 1,5% 1,7%
grace a la PMA /
total enfants nés
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2 PHYSIOLOGIE DE LA REPRODUCTION ET
PARAMETRES SEMINOLOGIQUES

2.1 Puberté et spermatogénése

2.1.1 Puberté

La puberté chez le male correspond au moment otslEsnatozoides fertiles sont libérés
dans I'éjaculat. Des changements morphologiquesgmtLétre notés chez le male quelques
semaines avant l'apparition des spermatozoideflefertians I'éjaculat. On observe des
changements de la conformation corporelle, une auatmtion de l'agressivité envers les
autres males, une augmentation de la libido ainging croissance rapide du pénis et des
testicules (Bearden et al., 2004).

Chez le taureau, la puberté est plus tardive pesirraces allaitantes que pour les races
laitieres. En moyenne, la puberté apparait entretlI2 mois (Gordon, 1996). L’évaluation
de la fonction sexuelle des futurs taureaux reptedus intervient a I'dge de 12 mois
environ. Les taureaux sont évalués sur la quabt&éé&aculat ainsi que sur la circonférence
scrotale. La capacité reproductrice et la prodactie semence sont maximales aux alentours

de 4 ans.

La puberté survient en moyenne a 6 -7 mois chehiken. Les chiens de petites races sont
pubéres plus tét (dés 4 mois) que les chiens dedgsaraces qui peuvent n'atteindre la
puberté qu’a I'age de 22 mois. Apres la pubertéhlen male est capable de s’accoupler et de

produire des €jaculats fertiles toute I'année.

Chez I'homme la puberté, intervient entre 12 et8, elle est considérée comme une phase
transitoire entre I'enfance et I'age adulte.
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2.1.2 Spermatogénéese

La spermatogéenese est le processus de divisioa différenciation cellulaire par lequel les
spermatozoides sont produits a partir des spermaiteg situées dans les tubes séminiferes
des testicules. Le cycle de I'épithélium séminatespond I'intervalle régulier de temps qui
rythme I'entrée en spermatogenése des celluledealerenouvellement.

Chez le taureau, la spermatogénése dure 54 joues aicle de I'épithélium séminal 13,5
jours, ces valeurs sont tres similaires chez lerchChez 'homme, par contre ces processus
sont plus longs : la spermatogenese dure 74 jauesogcle de I'épithélium séminal 16 jours
(Tableau 6).

Tableau 6 : Comparaison des durées du cycle de I'éipélium séminal et de la spermatogenése chez le

taureau, le chien et 'homme(d’aprés Thibault et Leasseur, 1991).

Espéces Durées (jours)
Cycle de I'épithélium séminal Spermatogenése
Taureau 13,5 54
Chien 13,6 544
Homme 16 74

Chez le taureau sexuellement mature, la produd@spermatozoides est de 12 millions par
gramme de testicule et par jour ; chez le chiea efit de 20 a 28 millions par gramme de
testicule et par jour et chez 'homme, a I'age BeaBls, la production de spermatozoides est
de l'ordre de 6,5 millions de spermatozoides par @ par gramme de testicule (Thibault et
Levasseur, 2001). La production de spermatozoithege avec I'age, de fagcon équivalente
chez toutes les espéces, mais cette diminutiorctaffeurtout 'homme en raison de son

niveau relativement bas de production spermatique.
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2.2 Caractéristiques de I'éjaculation et de I'éjacu  lat

2.2.1 Bovin

Dans I'espéce bovine, I'éjaculation est concoméai la poussée violente (coup de rein) qui
introduit le pénis extériorisé dans le vagin délaelle. Pour un taureau normal, le temps qui
sépare le premier contact du gland du pénis awepaeois du vagin et I'éjaculation varie
d’'une fraction de seconde a 2 secondes. L'éjaculagst induite par la température vulvo-
vaginale, et la pression sur le pénis. C’est ponitga collecte de la semence utilisée en
centre d’'insémination artificielle est réalisée aven vagin artificiel qui reproduit les

sensations physiologiques du contact avec le vdgia vache (température et pression).

Le Tableau 7 présente les parameétres séminologapibgjaculat de taureau.

Tableau 7 : Paramétres séminologiques du taureau '@pres Cupps, 1991).

Parameétres séminologiques
Volume (ml) 2-10
Concentration en spermatozoides (x £0ml) 300 — 2000
Mobilité moyenne 70% de spermatozoides mobiles
pH 6,48 — 6,99

2.2.2 Chien

Une des particularités physiologiques du chiengest I'éjaculat est émis en trois fractions.

Suite a une période de mouvements du bassin répédéémission de la premiere phase de
I'éjaculat, I'insertion compléte du pénis dans & de la chienne est rapidement suivie par
I'éjaculation de la seconde fraction. Ensuite ldengifectue une rotation en passant I'un des
membres pelviens au dessus du dos de la chienaegrdeaine une torsion a 180° de la base
du pénis. Les animaux restent ainsi bloqués peralan80 minutes au cours desquelles la

fraction prostatique de I'éjaculat est émise (Bud&is6).

La premiere fraction, appelée fraction pré-sperquat est de faible volume, de couleur

claire, pratiquement translucide et contient tréea de spermatozoides. La seconde fraction
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est appelée fraction spermatique, il s’agit derd&tfon riche en spermatozoides. Elle est de
faible volume, d’apparence laiteuse et contiembgorité des spermatozoides libérés au cours
de I'éjaculation. Ces deux premieres fractions diln@rées au cours des 2 ou 3 premiéres
minutes de la phase d’éjaculation. La troisiemetioa, ou fraction post-spermatique est la

plus volumineuse, elle peut contenir quelques spernoides, et nécessite de 3 a 40 minutes
pour étre émise. La plus grande partie du volungefdetions pré et post-spermatiques est

générée par la prostate.

Les volumes moyens des trois fractions de I'éjaalgachien sont détaillés dans le tableau ci-

dessous (Tableau 8).

Tableau 8 : Volume des différentes fractions de ljéculat de chien (d’aprés Mc Donald’s, 2003).

Volume (ml)
Fraction Moyenne Etendue
Pré-spermatique 0,8 0,25-2,8
Spermatique 0,6 0,4-2,0
Post-spermatique 4,0 1,1-16,3
Ejaculat total 5,4 1,75-21,1

Les valeurs présentées dans ce tableau sont idsudsnnées collectées pour un chien de

taille moyenne (beagle), les volumes varient ertion de la taille de I'animal.

Le Tableau 9 détaille les paramétres séminologiged®jaculat du chien de race beagle.
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Tableau 9 : Parameétres séminologiques de I'éjaculate chien (d’apres Mc Donald'’s, 2003).

Parametre Moyenne * Ecart-type Etendue
Volume (ml) 3,1+0,3 28-34
Motilité (note de 0 a 5) 3,0£0,3 2,2-39
Densité (note de 0 & 5) 15+1.1 0,0-4,2
Concentration en spermatozoides 111+ 22 57 - 164
(10°/ml)
Nombre de spermatozoides par 301 £ 60 154 — 449
€jaculat (en millions)
Pourcentage de spermatozoides 90+2 84 - 95
vivants
Pourcentage de spermatozoides 7+1 3-10
anormaux
2.2.3 Homme

Le Tableau 10 présente les parametres seminolagigmer des éjaculats recueillis aprés au

maximum 5 jours d’abstinence (Shwartz, 1983).

Tableau 10 : Parameétres séminologiques du sperme tmain (d’aprés Shwartz, 1983).

Concentration Volume (ml) Motilité (%) Formes normales (%
(10°/ml)
Moyenne *Ecart- 96 + 65,9 3,7+19 70,3+ 10 60,2 +11,2

type

Ce tableau permet de constater que les paramétmnmaogigues des éjaculats humains

présentent une trés grande variabilité, a la foisatindividuelle (dépendant notamment du

délai d’abstinence) et inter-individuelle.

Le Tableau 11 récapitule les paramétres séminalegighez le taureau, le chien et 'lhomme.

Le volume, la concentration, le nombre de spernwities ainsi que le pourcentage de

spermatozoides normaux et mobiles sont indiqués. r@narque notamment que les

concentrations moyennes des éjaculats sont trésbies selon les especes et varient d’'une
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concentration de 1000.%enl chez le taureau a 96. %@l chez 'lhomme. Chez le chien les

valeurs sont intermédiaires avec une concentratioyenne de 300. 20nl.

Tableau 11 : Paramétres séminologiques chez le lyle chien et 'lhomme.

Espece Volume | Concentration | Nombre moyen % de % de
moyen moyenne de de spermatozoides| spermatozoides
de I'éjaculat spermatozoides mobiles normaux
I'éjaculat (10°/ml) par éjaculat
Taureau 6 ml 1200 7000 x 16 70% 89%
race laitiere
(Cupps,
1991)
Ti‘;geea“ 4 ml 1000 4000 x 10 65% 80%
allaitante
(Cupps,
1991)
Chien 5ml 300 1500 x 10 85% 80%
(d’apres
Cupps,
1991)
Homme 3,7 ml 96 355,2 x 10 70, 3% 60,2%
(Shwartz,
1983)

2.3 Caractéristiques morphologiques du spermatozoid e

2.3.1 Bovin

Le spermatozoide normal mesure enviromui@Ochez le taureau. La téte du spermatozoide est
de forme ovoide et aplatie, elle mesure 8@9de longueur, 4 a 44m de largeur et 0,5a 1
um d’épaisseur. L'acrosome couvre environ 60% détka et forme sur le bord antérieur une
créte apicale, sorte de bourrelet. La piéce intdrame fixée a la téte, forme un cylindre
d’environ 10 a 12um de long et d’'un diamétre deuin. Le flagelle mesure de 52 a p& de
longueur pour un diameétre de @& et se termine par une section flamenteuse derf,de
diametre (Bahr et Zeitler, 1964).
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2.3.2 Chien

Le spermatozoide de chien mesure de 62 gn66La téte du spermatozoide mesure de 4 a 5
um. Elle est aplatie dorso-ventralement, le sperrwitie observé de profil apparait donc
aplati par rapport au spermatozoide observé de [aaerosome qui recouvre la téte sur sa
partie antérieure a un aspect « en bonnet ». Larrégranglée qui relie la téte a la piéce
intermédiaire est le « col ». La piece intermédiaast 'unité motrice du spermatozoide et
mesure de 6 a 6,am. Le flagelle est I'élément propulseur et mesun@iren 55 pum
(Fontbonne, 1993).

2.3.3 Homme

Le spermatozoide « normal » est difficile a définirttude de spermatozoides récupéres
aprés migration dans le mucus cervical pré-ovulataipermis de définir les caractéristiques
du spermatozoide normal (Auger et Eustache, 2@0Dkeffet, les spermatozoides anormaux
sont retenus par le filtre que constitue la glaervicale.

La téte du spermatozoide normal mesure entre 3%t de large pour 4 a 5;6n de long
(Katz etal., 1986). La région acrosomique représente 40 a d@ % surface de la téte et elle
est nettement définie. La piéce intermédiaire ndéemaeu visible en microscopie
conventionnelle, mesure de 1,5 a 1,9 fois la longde la téte, et présente un diametre de 0,6
a 0,8um. Son grand axe est dans le prolongement du graedde la téte et présente un
contour régulier, une texture homogene et un regteplasmique de taille minime a son
niveau n'est pas considéré comme anormal. Il esteféet reconnu que les restes
cytoplasmiques ne doivent pas dépasser en sutéatiers de la surface normale de la téte
(Auger et Jouannet, 1993). Enfin, la piece prineipa‘’est-a-dire le reste du flagelle, mesure
environ 45um (soit environ 10 fois la longueur de la téte)ypon diametre de I'ordre de 0,4

a 0,5um. Elle est développée avec un contour régulienetspect homogene.

Le Tableau 12 récapitule de fagcon comparatived#ies moyennes des différentes sections

du spermatozoide chez le taureau, le chien et them
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Tableau 12 : Comparaison de la taille moyenne depermatozoides chez le taureau, le chien et 'hnomme

(d'aprés Marshall, 1990).

Espece Longueur de latéte | Longueur de la piece | Longueur totale (um)
(um) intermédiaire (um)
Taureau 6,8 9,8 53,5
Chien 5,6 - 55,3
Homme 6,1 4,7 58,4
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3 PARTIE DESCRIPTIVE: ETAT DES LIEUX DES
METHODES D’EVALUATION DE LA QUALITE DU
SPERME DANS LES DIFFERENTES ESPECES

3.1 Evaluation de la qualité de la semence dans I'e  spece canine

3.1.1 Contexte et lieu d’étude

Afin de décrire les méthodes d’analyse réaliséeetine sur la semence canine, je me suis
rendue au Centre d’Etude en Reproduction des Gaesv(CERCA), situé a I'Ecole
Nationale Vétérinaire de Maisons-Alfort. Ce lieut €snsidéré comme représentatif des
méthodes utilisées en France. Bien qu’il n'y aificodllement pas de standardisation des
techniques d’examen du sperme chez les carnivaresstiques, les représentants des quatre
banques de sperme se réunissent chaque annéeapmaniser les pratiques.

La premiere « Banque de semence canine » a ée&enck981 et a été rattachée au service de
Pathologie de la reproduction en 1986. Ses adtiatétant largement diversifiées, elle a été
rebaptisée CERCA en 1989 (Centre d’Etudes en Raptioth Canine Assistée). En 1997, ce
service a rejoint le péle de 'UMES (Unité de Médecde I'Elevage et du Sport) dont il
constitue I'antenne « reproduction ». Par la slég activités du CERCA ont été élargies aux
autres carnivores : chat, furet et carnivores sges,aCERCA signifie alors Centre d’Etude en

Reproduction des CArnivores.

Les locaux du CERCA sont situés au sein de I'Eblzldonale Vétérinaire de Maisons-Alfort
et comprennent : une salle d’attente, une salleodsultation, un laboratoire, une banque de
semence canine et féline et une salle de travail lgs étudiants. Cing vétérinaires travaillent
au CERCA mais également dans le reste des clinigeeseproduction des carnivores
(consultation, bloc, échographie...), une aux#ia@pécialisée vétérinaire (ASV) est également
employée par le CERCA. Les moyens financiers proweat des prestations et de contrats
avec des firmes pharmaceutiques. Le CERCA accuadke internes un jour et demi par

semaine et des étudiants de deuxieme et troisiegunke @uotidiennement. L'opérateur
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effectuant les analyses de semence change fréquendewex fois par jour et au moins tous
les jours (rotation des cliniciens). En général, somt des vétérinaires qui procédent a
'examen de la semence, tres rarement 'ASV. Lan&dion des opérateurs est assurée sur
place par un « sénior ». Le CERCA assure en moy&na€el0 consultations par jour. Les
activités consistent en des suivis de chaleur dpwelies, des inséminations artificielles en
semence fraiche, réfrigérée, ou congelée, des latioges de semence, des dosages
hormonaux (en collaboration avec l'unité d’endocligie), des bilans de fertilité
(échographies génitales, spermogrammes, suiviut#ton et de gestation...). Il est a noter
que 80% de la clientele du CERCA est constituédedddirs de chiens ou de chats
(majoritairement habitants de la région lle-de-EgnLe CERCA effectue en moyenne une
quinzaine d’examen de la semence chaque semaixe Biuit des €jaculats analysés sont
destinés a la congélation, le reste est destin@s@mination artificielle en semence fraiche
ou a des examens dans le cadre de bilans d'iittertil’examen standard de la semence
nécessite 15 minutes. Une centaine d’inséminatamidicielles environ sont pratiqguées

annuellement en semence fraiche et une trentaueren semence congelée ou réfrigéree.

La Figure 3 présente le bilan de l'activité du CERGe 2001 a 2006. On remarque une
diminution du nombre d’'inséminations artificielles semence congelée (IAC) pratiquées au
CERCA de 2003 & 2006. Cette diminution d’activiéé @ncomitante a la diminution du taux

de réussite des IAC.

Figure 3 : Nombre d'inséminations artificielles ensemence congelée pratiquées au CERCA de 2001 a 2006
(Benechet, 2007).
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L'IA est pratiquée par voie intra-vaginale ou paevintra-utérine. Cette derniere voie est
utilisée dans la mesure du possible et systématigneemployée dans le cas d’'insémination
artificielle en semence congelée (car le pouvaiofgant de la semence congelée n’est que
de 12 a 24 heures). Depuis 2001, pour chaque ahigrs@minée, la voie intra-utérine est
tentée apres une éventuelle tranquillisation @bla intra-vaginale n’est pratiquée qu’en cas

d'échec.

3.1.2 Examen du sperme

La collecte du sperme est effectuée dans la saltmdsultation du CERCA. Généralement, le
sperme est collecté par massage des bulbes é&ectlite technique entraine I'érection puis
I'éjaculation. Le sperme est ensuite recueilli grac/'utilisation de cbnes de prélevement
reliés a un tube plastique gradué et incassabkeidbes sont stériles et a usage unique. Tout
le matériel destiné au prélevement est proprer{eé pour éviter toute action spermicide des
savons ou détergents) voire stérile. Le prélévemersperme se fait avec ou sans femelle en

chaleur a proximité. Les trois phases de la semsmicereécoltées séparément.

3.1.2.1 Analyse macroscopique

Les trois phases sont observées macroscopiquenartipute modification importante peut
étre révélatrice d’'une pathologie du tractus gérsta traduisant éventuellement par une
diminution de la fertilité voire une infertilité.d_.volume de I'éjaculat, la couleur et la turbidité

de I'éjaculat sont notés.

La phase pré-spermatique posséde un role lubrifediet doit étre translucide (plus ou moins

trouble) et acellulaire. Son volume varie de 05ra.

La phase spermatique est de couleur laiteusecetient les spermatozoides. Son volume
varie de 1 a 4 ml environ. L’'aspect de cette foacpermet de déterminer approximativement

sa concentration en spermatozoides :

- translucide : absence ou peu de spermatozoides ;

- Blanchéatre ou nuageux : présence de spermatozoitbgmcité est fonction de la
concentration ;

- Blanc laiteux : concentration importante de speoxna@ies;
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- Roseé : présence de sang (Fontbonne, 1993).

La phase post-spermatique est de couleur claijeuet le role de diluant, son volume est

important. Cette phase représente 1 a 80 ml.

Les principales anomalies macroscopiques consistetifbsence de sperme, la présence de
pus, d'urine ou de sang dans le sperme. Une cmargaunatre peut étre le signe d’'une
contamination par de I'urine ou du pus alors qu'nastamination par du sang se traduit par
une coloration rosée a brunatre. La contaminatiosgerme par ces é€léments peut atteindre
les trois fractions ou uniqguement la fraction patigue, d’ou la nécessité de bien séparer les
différentes phases.

Le volume de I'éjaculat recueilli est mesuré patuee directe sur le tube gradué servant a la
collecte. La connaissance de ce volume permettracaleuler le nombre total de

spermatozoides de I'éjaculat.

3.1.2.2 Analyse microscopique

L’analyse microscopique est pratiquée sur la plspsematique, le prélevement de la totalité
de I'éjaculat est inutile pour cet examen car leuedd d’'un trop grand volume a pour

conséquence une dilution des spermatozoides.
a) Motilité

Cet examen est réalisé le plus rapidement posapbies la récolte du sperme. Il s’agit d’'un
examen dynamique qui S’effectue sur une platineuftéa a 37°C pour éviter le
ralentissement des spermatozoides. On observeeemeaprlieu la motilité massale, sur une
goutte de sperme déposée sur une lame et obserfablea grossissement (x 100) et les
mouvements de réunion et de dispersion des gansates observés. lls forment des

« vagues » a la surface de la goutte. L'intenst®\chgues provoquees par le mouvement des
spermatozoides est évaluée. Une note de 0 a Rrdstiée a I'échantillon observé, selon une
échelle de notation telle que celle proposée dangableau 13.
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Tableau 13 : Echelle d'appréciation de la motiliténassale du sperme du chien (d’aprés Fontbonne, 1993

ECHELLE D’APPRECIATION DE LA MOTILITE MASSALE DU SP ERME DE CHIEN

Note Interprétation
0 Aucun mouvement.
1 Les spermatozoides bougent sans former de mouvetesisemble.
2 Les spermatozoides ébauchent des mouvements dleleseinculaires
3 Les mouvements d’ensemble représentent des cemsié®s sur eux-mémes.

4 Les spermatozoides ont un mouvement d’ensembli@riteent des vagues rondes
qui se déplacent.

5 Les mouvements d’ensemble se densifient. Les spezoides bougent en tous
sens

Cette observation est simple, peu colteuse, maisppécise ; elle dépend a la fois des
mouvements des spermatozoides mais aussi de la@ntomicon de I'échantillon. De plus,
cette méthode est subjective, la note de 0 a Seesi-quantitative. L’opérateur doit donc étre

expérimenté et pratiquer régulierement cette teglai

Dans un second temps, la motilité individuelle d&sierminée. Le principe est d’examiner, a
fort grossissement (x 400), une goutte de spermes#® sur une lame et recouverte d’'une
lamelle. Le sperme doit étre relativement peu cotmée afin que chaque spermatozoide soit
individualisable. Dans I'espéce canine en géndralest pas nécessaire de diluer le sperme
au préalable, cependant, si la concentration es€é) il est possible de le diluer dans une
solution de NacCl isotonique tiédie a 37°C. Le peuntage de spermatozoides mobiles est
évalué de facon subjective. Les spermatozoidesgssgnt en ligne droite (on parle alors de
mobilité fléchante) sont distingués des spermatteoiournant en rond, a mobilité faible ou
diminuée. Au CERCA, pour I'espéce canine, il esisidéré qu’'un sperme de bonne qualité
possede 70% ou plus de spermatozoides mobilestdss® ou la qualité de la motilité peut
aussi étre évaluée ; on considéere qu'un spermatezi# chien avec une motilité normale doit
traverser le champ du microscope en 2 a 3 secdiiex, 2007). De plus, chez le chien, le
pourcentage de spermatozoides fléchants est msiivt corrélé au pourcentage de

spermatozoides morphologiquement normaux (Pasquoia®05).
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Actuellement il existe des techniques automatisdemalyse d’image qui permettent
'examen de la motilité des spermatozoides. Cepandaompte tenu de leur prix, ces

techniques assistées par ordinateur ne sont pisgesi en routine dans I'espéce canine.
b) Numération

Des techniques automatisées (au spectrophotoméieginettent le comptage des
spermatozoides mais la technique la plus employé® moins onéreuse reste le comptage
manuel a l'aide de cellules hématimétrigues. Au CBR des cellules de Thoma sont
employées pour la numération, nous développerome dette méthode. Cependant, des
cellules de Malassez, de Neubauer ou d’autre typwiennent tout aussi bien, il suffit

d’adapter les dilutions et le calcul au volumealedllule employée.

La dilution est adaptée a la concentration initdlesperme, ainsi, si le sperme est trés peu
concentré (translucide), une dilution au 1f1Hou 1/26™ sera effectuée. Par contre si le
sperme est concentré (aspect laiteux) une dil@iof/106™ ou 1/206™sera préférable. La
dilution se fait avec une solution de chlorure ddism hypertonique a 3%, cette solution
hypertonique engendre la mort des spermatozoides geovoquer leur lyse. Ainsi, les
spermatozoides sont immobiles et le comptage eslitda Apres homogéenéisation du
mélange, la solution est déposée a l'aide d’'uneaapipette afin de remplir par capillarité,
sans bulle d’air, la chambre de I'hnématimetre. dutf alors laisser sédimenter pendant

guelques minutes avant de procéder au comptagepdesatozoides.

Avant le comptage, il faut bien vérifier a faibleogsissement, que la répartition des éléments
soit homogéne, au moindre doute, le mélange seroo@@néisé de nouveau et le montage
recommencé. Apres repérage des limites de la edlimbssissement x100), les éléments sont
comptés au microscope au grossissement x400. Le datmbalayée de facon méthodique, de
gauche a droite et du haut vers le bas. En géetesaspermatozoides sont comptés sur 5
grands carrés. Afin d’éviter de surévaluer le nantle spermatozoides, pour les éléments
situés entre deux carrés, ne sont comptés queqéwsont a cheval sur les graduations, en

général celles formant la lettre L (Figure 4).
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Figure 4 : Comptage des spermatozoides a la cellide Thoma; prise en compte des éléments « a chewal

sur les graduations.

Le principe général du calcul du nombre de spermmédies figure dans la formule énoncée

ci-dessous :

(Nombre de spermatozoides comptés x facteur déiatiju/ (Surface considérée (nfihx
profondeur des chambres) = spermatozoides par sdrdence

Le CERCA dispose également d’un appareil port#fd{CCUREAD® IMV Technologies,
pour évaluer la concentration de la semence. @litstiun instrument basé sur le principe de
la mesure de turbidimétrie. Les mesures sont obtemmace a I'association d'une source
lumineuse de type Diode Electro Luminescente quetéan595 nm et d’'une fibre optique
conduisant le signal lumineux jusqu’au détectewat &pareil a été validé initialement pour
la mesure de la concentration en spermatozoidesldaperme bovin puis le principe a été
élargi a d’autres espéces, dont I'espéce caniregrda détermination par le constructeur des
équations de paramétrage adaptées. Cet appasinpecune bonne répétabilité et une bonne
fiabilité (il présente, selon le constructeur, uneilleure fiabilité et une meilleure répétabilité
que la spectrophotométrie). Le prix de I'Accurabt de 990 euros (prix indiqué pour le
mois de décembre 2007), auxquels il faut rajouterpétit matériel nécessaire a son

fonctionnement (cuves, pipettes, cones et filtres).
c) Morphologie des spermatozoides

La morphologie des spermatozoides doit étre prnseoenpte dans I'analyse de la semence
chez le chienUn éjaculat contenant plus de 30% de formes anorme$ est considéré

comme anormal (Oettle, 1993)Les formes anormales sont classées en deux ciatggeton
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gu’elles sont considérées comme primaires (c'eteales anomalies résultant d’'un défaut de

la spermatogenése) ou secondaires (survenantddesrdaturation ou de la préparation de la

lame). Le Tableau 14 présente la liste des anomplienaires et secondaires dans I'espéce
canine. La classification en anomalies majeuresieéures peut également étre utilisée mais
cette derniére classification est plus délicatdiléser car elle suppose une connaissance des
conséquences des défauts morphologiques suriladatans I'espéce canine (Root, 2007).

Tableau 14 : Classification des anomalies du sperrn@zoide de chien (d'aprés Freshman, 2002).

ANOMALIES DU SPERMATOZOIDE

Anomalies primaires Anomalies secondaires

Anomalies de téte Téte piriforme Téte détachée
Téte amincie

Téte allongée

Téte petite (microcéphalie)
Téte géante (macrocéphale)
Téte ronde

Téte déformée

Téte double
Anomalies de la piéce Piéce intermédiaire double Gouttelettes cytoplasmiques
' 2diai N PR . distales
intermédiaire Piece intermédiaire enflée
Goulttelettes cytoplasmiques
proximales
Anomalies de queue Queue double Queue tordue
Queue cassée Queue enroulée distalement

Queue enroulée en chignon ou Queue repliée
enroulées autour de la téte

Autres anomalies Acrosomes anormaux

En pratique, on effectue une coloration en éosigesine ou une coloration grace au réactif
de Harris-Shore ou encore au Spermac® qui est végamtion commerciale. Pour une
coloration a I'éosine-nigrosine, une goutte de seaest mélangée a deux gouttes d’éosine-
nigrosine. Ensuite, I'étalement est effectué au enog’'une lame rodée inclinée a 45° et la
lame est séchée a l'air libre par agitation. Lada@st ensuite observée au grossissement
x1000 a immersion. Il convient de noter les anoesaiur au moins 200 spermatozoides. Si
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un spermatozoide présente plusieurs anomalieg selle considérée comme majeure sera
comptabilisée. Seules les tétes isolées sont cilipées, les queues isolées ne sont pas

prises en compte.

Au CERCA, les anomalies prises en compte sont @@ssen six catégories, ainsi le
pourcentage total de spermatozoides anormaux, Hemaies de la téte, de la piece
intermédiaire, du flagelle ainsi que le pourcentatge spermatozoides présentant des
gouttelettes proximales et le pourcentage de d&&sapont comptabilisés. Il faut cependant
rester prudent pour l'interprétation du spermocsdaogne car des formes anormales sont
toujours présentes dans la semence d’animaux @éasicomme fertiles c’est pourquoi il

faut tenir compte de la proportion et de la natleees anomalies (Burke, 1986).

La coloration a [I'éosine-nigrosine sert égalementdéterminer le pourcentage de
spermatozoides «vivants ». La membrane des spmraides morts est permeéable au
colorant et le laisse pénétrer dans le compartirmra-cellulaire, les spermatozoides morts
sont donc colorés en rose alors que les vivantsnemcolores. Ce colorant reste tres utilisé
en routine chez les espéces domestiques car slisatidn est simple et rapide mais un
probleme courant avec ce colorant est que I'hypoteite de la solution peut entrainer la
mort et la lyse des spermatozoides, ce qui repieseme source d’artefacts (Pefia Martinez,
2004).

D’autres colorants tels que la préparation commrcEpermac®, également employée au
CERCA, peuvent étre utilisés. La figure 7 présatds spermatozoides aprés coloration au

Spermac®.
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Figure 5: Exemples d'anomalies morphologiques surdes spermatozoides colorés au Spermac® :
spermatozoide bicéphale, microcéphale et spermatdde ayant effectué la réaction acrosomique (CERCA,
2007).

av Microcéphale

Réaction -
acrosomique ! e ?

,l‘;*\

Bicéphale

Bien que la coloration des lames soit plus longrez @e colorant qu’avec I'éosine-nigrosine,
ce produit reste intéressant car il colore la négiost-acrosomique et nucléaire en rouge et
'acrosome, la piéce intermédiaire ainsi que lauguen vert. Cette coloration permet
d’apprécier les anomalies morphologiques classiqnas aussi les spermatozoides ayant

effectué la réaction acrosomique.

En dernier lieu, le nombre total de spermatozoigas €jaculat est multiplié par le
pourcentage de spermatozoides morphologiguementanar afin d’obtenir le nombre de
spermatozoides morphologiquement normaux présantsl@jaculat considéré.

L’examen morphologique permet également de mettrévadence la présence d’éléments en
guantité anormalement élevée comme les leucocyaepeauvent signer une infection du
tractus génital ou encore des spermatocytes oumspides qui révélent une anomalie

fonctionnelle testiculaire. La présence de ces éhsdoit conduire a une investigation

approfondie du dysfonctionnement.

La Figure 6 représente la fiche établie lors d&deen de la semence au CERCA et qui
récapitule l'identité de I'animal, 'anamnése, lparamétres séminologiques ainsi que les

éventuels examens complémentaires effectués.
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Figure 6 : Fiche utilisée au CERCA lors de I'examenle la semence

N° CLOVIS :
SPERMOGRAMME
NOM :
Intervenant(s) prélévement : DATE: / |
Présence d’une chienne en oestrus :
Race :
LIBIDO :
SEMENCE : Aspect macroscopique :
VOLUME Phase 1: ml Phase 2: ml Phase 3 : ml
Volume total si phases mélangées ml
Volume aprés centrifugation ml volume dilueur : ml
MOBILITE % Nombre total de spermatozoides :
ANOMALIES Anormaux : %| Tétes : 9Biéces int : 9
Gouttelettes : % Flagelles : 9écapités : %
PMN O Hématies [ Autres :
Concentration :
Conclusion:
EXAMENS COMPLEMENTAIRES :
[ Oestradiol : O P4: [ PAL sur semence :
[] Testostérone basale : 1 T4 libre : [JRCCU:
[ Post-stimulation : OTSH:
1 Brucellose : 1 Herpesvirose : [ Bactériologie :
[l Frottis prépucial : [l Echographie génitale :
CONCLUSION :

Qu'il s’agisse d’'un bilan de fertilité ou d’'une tmdte destinée a pratiquer une insémination
artificielle, un spermogramme est effectué et Ibseovations sont notées dans le tableau

présenté ci-dessus. Lors d’exploration de l'infeéti le clinicien peut étre amené a prescrire
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des examens complémentaires incluant des dosageminmux, des examens sérologiques,

bactériologiques, frottis préputiaux ou encore @caphies de I'appareil génital.

3.1.3 Examen apres congelation

Apres congélation, une paillette par éjaculat gatreénée et le critére de décision adopté pour
la conservation des paillettes est la mobilitéHette.Ne sont conservées que les semences

présentant une mobilité fléchante supérieure a 50%Fontbonne, 1993).

3.1.4 Interprétation des examens (Tableau 15)

Le volume moyen pour un éjaculat chez le chienevde 1 a 30 mipais le volume n’est pas
corrélé a la qualité de la semence dans cette eg@ebtnston, 1991)Un éjaculat doit
contenir de 300 millions a 2 billions de spermatoides,sachant que les chiens de grandes
races produisent plus de spermatozoides par éjaguéa ceux de petites racdsa dose
fécondante minimale est estimée a 100 a 150 millonde spermatozoides
morphologiquement normaux et mobiles (Fontbonne, 28). Un éjaculat contenant au
moins 70% de spermatozoides mobiles et au moins 70%e spermatozoides
morphologiquement normaux est considéré de qualitéatisfaisante.Lorsque la proportion

de spermatozoides morphologiquement normaux edégi de 60%, la fertilité est diminuée
dans I'espéce canine (Oettlé, 199B)convient cependant de rester prudent quant a
I'interprétation du spermogramme comme du spermocydgramme, en effet, les résultats
obtenus sur un seul éjaculat ne peuvent en aucun £germettre de conclure sur la
capacité reproductrice de I'étalon.Les valeurs obtenues lors de l'analyse de la semenc
doivent étre interprétés en regard de I'examenqulmet de 'anamnese (Root, 2007). On doit
considérer de multiples facteurs incluant le sigmant de I'animal (race, age...) et son statut
de reproducteur (date de la derniere saillie olect de sperme) voire méme la période de
'année. Il ne faut donc pas conclure sur I'analgae seul éjaculat mais considérer deux a
trois analyses effectuées a deux ou trois semaiirgsrvalle, afin d’avoir une estimation de
la fonction sexuelle du chien. Cependant, la duléda spermatogénese étant de 55 a 70
jours, en cas de suspicion d'un probléeme de spegéatse, I'examen sera répété dix

semaines plus tard.
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Les méthodes classiques d’analyse de la semencetig@ées en routine se révelent peu
colteuses et simples a mettre en ceuvre, cependalése nécessitent du temps et de la
pratique. De plus, il est fortement conseillé de ahdardiser les procédures surtout si

plusieurs personnes interviennent au sein d’une méarstructure (Seager et Platz, 1977).

Le Tableau 15 présente de facon synthétique lésresi retenus pour la conservation d'un

éjaculat de chien en vue de sa congélation.

Tableau 15 : Caractéristiques de I'éjaculat de quidt satisfaisante dans I'espéce canine pour 'utdation

en insémination artificielle (d'aprés Fontbonne, 193).

Caractéristiques Valeurs chiffrées
Nombre de spermatozoides par éjaculat 300.16 4 2.16°
Dose fécondante minimale (Nombre de 100. 16 4 150. 16
spermatozoides par dose)
% spermatozoides mobiles Supérieur a 70%
% spermatozoides morphologiqguement Supérieur & 70%
normaux

3.2 Evaluation de la qualité de la semence dans I'e  spece bovine

3.2.1 Contexte et lieu d’étude

Pour décrire les méthodes dévaluation de la sendante 'espéce bovine, je me suis rendue
dans un centre d’insémination, la COOPELSO (CodapéraAgricole d’Elevage du Sud-
Ouest), située a Soual dans le Tarn (81). La CO@RElest adhérente a MIDATEST,
I'Union des Coopératives d’Elevage, d’AmélioratiGénétique et d’'Insémination Animale du
Sud-Ouest de la France. Les missions de COOPEL®S€istent en la diffusion du progrés
génétique par la mise en place de la semence, riicipation a la réalisation et au
financement des programmes de sélection conduits MIBATEST, la diffusion des
nouvelles technologies de la reproduction (sexagemlotyons et transplantation
embryonnaire) ainsi que la gestion d’une unité aelpction de semence pour le compte de
MIDATEST.
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Le chiffre d’affaires de la COOPELSO en 2005 éleaal0 millions d’euros et 80% de cette
somme venait de I'insémination artificielle. La CBELSO regroupe 8200 adhérents et 68
inséminateurs. La COOPELSO dispose d'une taurellele 162 taureaux (de races
Prim’Holstein, Montbéliarde, Brune, Simmental, Bliend’Aquitaine, Limousine, Charolaise

et souche INRA 95) et produit 1,7 millions de dogsasan.

En 2006, avec 160 735 Inséminations Atrtificielléalisées dont 55% avec de la semence de
taureau allaitant, la COOPELSO était la premiergpéaoative d’'Insémination Atrtificielle (1A)
francaise pour l'activité IA allaitante et la sigie en ce qui concerne l'activité totale. 78
taureaux ont été collectés en 2005 et 2006 entipmduit 1 822 415 doses, dont 1 572 822
conservées pour 4070 collectes, soit une moyenrZ0d64 doses produites par taureau et
par an. Le Tableau 16 présente I'évolution de talpction de semence a la Coopelso de 1999
a 2006.

Tableau 16 : Evolution de la production de semenca la Coopelso de 1999-2000 a 2005-2006 (données

Coopelso).
1999-2000 2001-2002 2003-2004 2005-2006
Doses Congelées 1641 382 1661 508 1733 059 1572 822
Doses Fabriquées 1759 907 1815 343 1894 247 1822 415
Taureaux en production 102 114 85 78
Total Ejaculats produits 4713 4943 4 695 4070
% Ejaculats Eliminés 11.9 17.8 17.34 22.34
Nombre de doses fabriquées € 373 367 403 386
moyenne par éjaculat

3.2.2 Examen de la semence

Les méthodes d’évaluation de la qualité de la sematilisées en routine au laboratoire de la

Coopelso sur les éjaculats de taureaux destinascarigélation sont présentées ci-dessous.

L’évaluation du sperme permet de décider si I'dmicpeut étre congelé ainsi que de la

dilution adaptée a sa mise en paillette (qui démenth concentration initiale du sperme). Un

48



deuxiéme examen séminologique sera effectué apéesndélation de la paillette afin

d’estimer la résistance des spermatozoides a Fétation.

3.2.2.1 Organisation des locaux et matériel nécessaire

Dans le cadre d'une démarche qualité et pour gardntqualité bactériologique de la

semence, le laboratoire est organisé selon leiparae la marche en avant pour éviter tout

croisement entre le matériel stérile et le mat&aaiillé.

Les postes de travail sont organisés ainsi :

Sas de réception de la semence communiquant agatidade collecte

Poste d’évaluation de la semence comprenant unostiope, un diluteur et un
spectrophotometre.

Poste de dilution comprenant un bain-marie, deelaevie stérile et une hotte a flux
laminaire.

Poste d’impression des paillettes.

Armoire réfrigérée ou s’effectue la deuxiéme ddatiéventuelle de la semence et son
conditionnement en paillettes.

Poste de congélation.

Salle de pre-stockage.

Salle de stockage.

Salle de distribution et quai d’embarquement deesue semence.

La Figure 7 présente un plan des laboratoires @®tgpelso. Ce plan permet de visualiser

I'application du principe de « marche en avant ».
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Figure 7 : Plan des locaux du laboratoire Coopelso.
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Apres collecte et avant toute analyse, la semesc@entifiée. Le tube est immédiatement
bouché pour éviter toute contamination. De pluplea souvent, les taureaux sont équipés de
puces électroniques individuelles dont la lectwrerment de la collecte permet la tracabilité
de l'éjaculat jusqu'a la mise en paillette. Au ledtoire de la COOPELSO, l'opérateur
examine 20 a 25 éjaculats par jour et I'examenaéréle du sperme dure 2 a 3 minutes pour
I’échantillon frais, avant congélation et 2 a 3 oigs pour I'examen de la semence aprés

décongélation.

3.2.2.2 Analyse macroscopique

Immédiatement aprés la récolte, on procede a umexavisuel du sperme dans le tube de

récolte qui permet d’apprécier le volume, la couletda consistance de I'éjaculat.
a) Volume

Le volume de semence recueilli par vagin artifigilie en fonction de I'age, de la race, de la
préparation du taureau, de I'alimentation et pouméme taureau, des facteurs psychiques et
environnementaux.e volume varie entre les valeurs extrémes de 0,51& ml avec une
moyenne de 4 ml (Parez et Duplan, 19871)e volume est mesuré le plus souvent par lecture

directe du tube de collecte.
b) Couleur

La couleur classique du sperme est blanchatre duencertains taureaux aient une semence
de couleur jaunatre liée a la teneur en carotera ggion. Cependant une coloration jaunatre
peut également étre anormale dans la mesure opelkeétre révélatrice de la présence de
pus ou d'urine dans le sperme. Une coloration réségue la présence de sang en nature
dans I'échantillon et peut signer une Iésion ulétoa de la verge. Une coloration brunatre est
le signe d’'une affection du tractus génital engantdune hémorragie. La coloration grisatre
peut étre due a une contamination par du Aumit échantillon avec une coloration
anormale sera éliminé et une exploration devra étreenvisagée afin de caractériser

I'origine de cette anomalie.

c) Viscosité
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La viscosité est corrélée a la concentration emnsptozoides, en effet I'éjaculat est d’autant
plus visqueux que le nombre de spermatozoidesiamst.&e sperme a généralement une

consistance « laiteuse » a « créemeuseba présence de grumeaux dans I'échantillon ou la
formation d’'un filament glaireux a I'extrémité da pipette signe une pathologie (Parez et
Duplan, 1987). On peut également évaluer 'opatit&perme qui est liée la concentration en

spermatozoides de I'éjaculat (Tableau 17).

Tableau 17 : Classement du sperme en fonction deeXamen macroscopique : Recommandations de la

société de Theriogenology (Elmore, 1985).

Couleur Turbidité Consistance et Concentration | Qualité attribuée
viscosité prévue en au sperme
spermatozoides
par ml
Blanc Opaque Crémeuse et | 750 millions & 2 Treés bonne
visqueuse milliards
Blanc Opaque Faiblement | 400 & 750 millions Bonne
visqueuse
Blanc sale Légerement Laiteuse 250 a 400 millions Assez bonne a
translucide moyenne
Griséatre Translucide Aqueuse Inférieure a 200 Mauvaise
millions

3.2.2.3 Examens microscopiques
a) Motilité massale

La motilité massale est évaluée immédiatement dprésllecte du sperme. L'éjaculat est
maintenu a une température de 37°C et 'exameréaisé sur une platine chauffée a 37°C.
Le matériel en contact avec le sperme et la platinenicroscope sont également conservés a
37°C pour éviter tout choc thermique. La motiliteagsale est estimée au microscope a
contraste de phase au grossissement x100 : unegoidte de sperme est déposée sur une
lame et le mouvement global des spermatozoideapgsécié en fonction de l'intensité des

vagues observables. Une note de 0 (aucun mouveteewgue décelable) a 5 (tourbillons

52



rapides) est attribuée a I'échantillon observéest possible de convertir cette note en un
pourcentage approximatif de spermatozoides mobi(Es note 3 correspondant

approximativement a 70% de spermatozoides moblles3.de cet examen, on ne note pas la
motilité individuelle des spermatozoides mais lebulences engendrées par la conjugaison
des mouvements issus de tous les spermatozoidesntgédans la goutte de semence
observée. La classification classiquement adopties des laboratoires d’examen de la

semence, est détaillée dans le Tableau 18.

Tableau 18 : Critéres de notation de la motilité masale de la semence dans I'espéce bovine.

Nature et intensité du mouvement

(@)

Aucun mouvement & la surface de la goutte

Léger mouvement a la surface de la goutte

Mouvement net mais ne formant pas de vague

Début de vagues

Vagues trés nettes

a [ W IN [P

Tourbillons nettement visibles

Ce test est employé sur tous les éjaculats polientient congelables, car il s’agit d'un

examen rapide, facile a mettre en ceuvre et peegwitependant il reste subjectif et dépend
largement de l'expérience de l'opérateur. L'oparatexpérimenté attribue une note en
observant la goutte de sperme durant dix a quirp®nsles.Les €éjaculats de qualité

satisfaisante présentent une note supérieure ou dga 3.
b) Motilité individuelle

L’évaluation de la matilité individuelle des spetoeoides est complémentaire de la note de
motilité massale. Cet examen vise a évaluer leqemiage de spermatozoides motiles, c'est-
a-dire ayant une mobilité propre et non pas se m@uude facon passive (Dumont, 1997).
Pour cet examen, le sperme est dilué 10 a 40 fais din tampon isotonique tiéde et on
observe a fort grossissement (x 200) une gouttette solution placée entre lame et lamelle,

en éclairage contrasté (ou mieux encore, au miopes@ contraste de phase). On note le
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pourcentage de spermatozoides dotés d'une motiiig « fléchante », c'est-a-dire les

spermatozoides présentant une trajectoire quasigee et capables de traverser le champ en
2 a 3 secondes. Certains spermatozoides préseeemouvements rotatoires circulaires ou
des mouvements d’amplitude trés réduite, ils net stwmc pas comptabilisés dans les

spermatozoides mobiles.

Au laboratoire de Soual, cet examen n’est pas séadin routine mais seulement dans
quelques cas pour lesquels la motilité massalenesivaise. Il s’agit encore une fois d’'un
examen subjectif qui requiert une certaine expédgerependant, un opérateur bien formé

donne des résultats relativement répétables (Rai@aplan, 1987).

Il existe maintenant des analyseurs automatisda d®bilité des spermatozoides associés a
des logiciels d’analyse d’image. Ces appareilsam toutefois utilisés actuellement que dans
3 des centres habilités a la collecte et a la padipa de la semence bovine compte tenu de

leur colt élevé.
c) Concentration en spermatozoides

La concentration en spermatozoides de I'éjaculaneede déterminer le taux de dilution
adapté pour la réalisation de paillettes de semenogelée utilisées pour I'insémination
artificielle. Le volume de dilueur est calculé emdtion du nombre total de spermatozoides
présents dans I'éjaculat, du nombre de spermatezaiduhaités dans chaque dose et du

volume utile de la paillette.

Dans les Coopératives d’Elevage et d’Insémination Mimale, on a le plus souvent
recours a des méthodes indirectes d’estimation dea | concentration, comme la
néphélométrie (Dumont, 1997).0n mesure I'absorption d’'un flux lumineux a travde
sperme dilué a l'aide d’'un spectrophotometre amglieur d’'onde de 535 nm. En pratique, un
échantillon de 20 ou de 40 microlitres de spermaliése dans du sérum physiologique pour
obtenir un volume final de 1ml dans la cuvette pecsrophotometre. Le rapport de la densité
optique finale sur la densité optique émise esttdr la concentration en spermatozoides de
I’échantillon considéré. Le spectrophotométre estlibré régulierement (une fois par an au
minimum) a partir de comptages de référence efésctula cellule hématimétrique afin de

tenir compte d’éventuelles dérives liees au dillmua I'appareil lui-méme.
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Pour les taureaux dont le plasma séminal est rigtonent coloré ou pour ceux dont la
semence contient des cellules non germinales, lecentration peut étre surestimée.
Cependant, en routine pour I'évaluation de I'éjatulestimation peut souffrir d’'une certaine
approximation Cette méthode demeure donc fiable et d’'une précisicsatisfaisante dans
la pratique courante, elle représente en outre unajn de temps précieux par rapport au

comptage a la cellule hématimétrique.
d) Pourcentage de spermatozoides vivants

Le pourcentage de spermatozoides vivants est a@peke facon approximative, au

microscope optique, cette valeur est fortementét@er a la qualité du mouvement. Cette
estimation est subjective et dépend fortement dgpErience de l'opérateur. L'examen
s'effectue de maniere plus aisée sur froitis colard’€osine-nigrosine, en effet, les

spermatozoides dont la membrane est endommagésentigpénétrer le colorant et

apparaissent donc roses (éosine) sur fond bleuogiig) alors que les spermatozoides
vivants ont une membrane intacte et apparaissent dlacolores. Pour effectuer cette
coloration, une goutte de sperme puis deux gouti@se solution d’éosine-nigrosine sont
déposées sur une lame de microscope, puis méladgiestement au moyen d’un meélangeur
en verre rodé. Ensuite, I'étalement est effectués fe frottis est séché par agitation. Si le taux

de spermatozoides vivants est inférieur a 60%grzesce n'est pas conservee.

Cet examen n'est pas réalisé en routine car l@rerite qualité le plus pertinent pour

I'utilisation en IA bovine est le pourcentage derspatozoides vivants apres décongélation.
e) Morphologie des spermatozoides

Le laboratoire de la COOPELSO, ne réalise pas dyexamorphologique des spermatozoides
en routine. Cependant, ces examens peuvent étigeséaur des taureaux considérés comme
« douteux » afin d’aider I'opérateur dans sa pdisalécision de rejet ou de conservation de la
semence. L'examen de la morphologie est effectuéesyeunes taureaux, avant la phase de
testage pour évaluer la fonction sexuelle du fuéwreau reproducteur. Ensuite, pour les
taureaux sélectionnés dans la filiere de l'insétionaartificielle, le Laboratoire National de

Contréle des reproducteurs procede a au moins amex morphologique de la semence par

an. Ce laboratoire agréé par le ministére de Kadjrire et situé a Maisons-Alfort, est chargé
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depuis 1952 de garantir aux éleveurs la qualitétagen de la semence dans la filiere de
'insémination artificielle en France mais son ledioire d’andrologie est également le

laboratoire de référence pour I'examen de la semenc

En pratique, I'examen morphologique des spermatiezspi consiste en |'observation au
microscope optiqgue d'un étalement de semence caldéosine-nigrosine (le plus souvent)
ou au Giemsa, a lI'encre de Chine ou au rose Bendgaldrottis est coloré de la méme
maniere que pour I'examen de la vitalitédeé supra. Sous microscope a contraste de phase
ou sous immersion (grossissement x 400 a 600xrnemalies sont comptées sur au moins

200 spermatozoides.

On distingue trois types de classifications de taphologie des spermatozoides. La premiere
dépend du site de dysfonctionnement et séparelemalies en anomalies primaires et
secondaires. La désignation d’anomalie primaireréstrvée a des anomalies se produisant
lors de la spermatogénese (a l'intérieur des twidesiniféres) contrairement aux anomalies
dites secondaires qui surviennent aprés la speg@aése durant la maturation épididymaire
voire lors de [I'éjaculation. Cette classificatiorst etoutefois contestable car certaines
anomalies comme les gouttelettes proximales clags@é@lement en anomalies secondaires
résultent finalement d’'une malformation de la delllors de la spermatogénése et non pas
d’un dysfonctionnement épididymaire comme cela éeayqué auparavant (Morrow, 1986).

La seconde classification est fonction de la rgmsion des anomalies des spermatozoides
sur la fertilité des taureaux. Elle a été propgs#eBlom en 1973 et distingue les anomalies

mineures des anomalies majeures (Figure 8). Ceptleladonnées actuelles sur la relation

entre ces anomalies morphologiques et la fertiiht limitées, c’'est pourquoi cette

classification, bien qu’universellement reconnuateisée, reste contestable.
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Figure 8 : Anomalies majeures et mineures de sperrt@zoides dans I'espece bovine (Dumont, 1997)
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Enfin le troisieme type de classificalion est baé& la localisation de l'anomalie sur le

spermatozoide (anomalie de téte, de piéce inteamédde flagelle). C’est la classification adoptée

par le Laboratoire National de Controle des Reprtalus (Figure 9).
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Figure 9 : Parametres controlés par le LaboratoireNational de Contréle des Reproducteurs (Maisons-

Alfort).

LABORATOIRE NATIONAL
DE CONTROLE
DES REPRODUCTEURS
(ACSEDIATE)
13, rue Jouét - B.P. 65
94703 MAISONS-ALFORT CEDEX .
Téleéphone: 0143 53 51 00 C.LA. CODELIA 43

Télécopie: 01 43 53 51 01 HAUTE-LOIRE
Demandeur :
MIDATEST
Service Zootechnique 43700 COUBON
Les Nauzes

81580 SOUAL
Maisons-Alfort, le 26 Avril 2001

Prélévement(s) regu(s) le 13 Avril 2001 Prélévement(s) effectué(s) le 11 Avril 2001
Enregistrement: Motif de I'examen: Controle Réglementaire Annuel
Nature du prélévement:  Sang+Sperme+L. Préputia+Féces
Taureau -
N° LE.: N* Station: Date de Naissance: 11/12/1988 Race: Charolaise
ANDROLOGIE - SEMINOLOGIE

Volume (mf) 2

Motilité initiale (% de spermatozoides mobiles) : 75

Motilité initiale (note de 0 & 5) ' :3

Concentration en spermatozoides (milliards/ml) : :1.04

Spermatozoides anormaux (%) :18.0

Anomalfies de téte (%) (Frottis) : 0.0

Anomalies de piéce intermédiaire (%) (Frottis) 160

Anomalies de queue (%) (Frottis) : 12.0

Tétes détachées (%) (Frottis) : 0.0

Cellules étrangéres (Frottis) . : Absence de cellule

Test de Schalm (Leucocytest) : Négatif

Examen clinique de 'appareil génital : Appareil génital externe normati

Observations sur 'examen sanitaire du sperme : Examen normal

Conclusion du spermogramme : Favorable

L’observation d'un frottis au microscope optiqué psu colteuse et simple a réaliser mais
elle requiert une formation de qualité de I'opéuataine pratique réguliere et beaucoup de
temps. En outre, de nombreux artefacts peuventrajgalors de I'étalement et la qualité de
'observation est tres variable, cela peut engendfes sous-estimations du nombre
d’anomalies car elles ne sont pas toutes idenlgglkn microscopie optique. L’emploi du
microscope a contraste de phase peut permettrated’des artefactsEn insémination
artificielle, le sperme destiné a la congélation dio contenir moins de 20 a 25% de

spermatozoides anormaux et plus de 60% de spermatides vivants.

f) Test d'aptitude a la congélation
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Les changements de température imposés lors dengélation et de la décongélation
endommagent les membranes cytoplasmiques, le aglette, les organites impliqués dans
la mobilité ainsi que I'acrosome. Les capacitéscfimmnelles du spermatozoide sont donc
altérees. C’est pourquoi il est important, dansdére de I'insémination artificielle, d’évaluer
la qualité de la semence aprés congélation. Apmiy chaque éjaculat conservé a -196°C
dans l'azote liquide, la motilité massale (et/odiwduelle) est évaluée apres décongélation
de deux a trois paillettes de méme que le pourgend® spermatozoides morts et vivants,
avec les mémes méthodes que celles employées’exaimen de la semence fraiche. D’'une
facon générale, la corrélation entre I'aptitude @dngélation et la qualité du sperme frais est
relativement élevée (Dumont, 1997). Cependantsrivea parfois qu’'une semence jugée de
bonne qualité, en frais, (note attribuée en métiitassale supérieure a 3 et plus de 60% de
spermatozoides vivants) s’avere particulierementuvaige apres décongélation. C'est
pourquoi ce test est indispensable pour tout taurdant le sperme est destiné a

I'insémination artificielle en semence congelée.

Les critéres retenus pour la conservation des epi@$i sont basés sur la quantité de
spermatozoides fléchanBour qu’un éjaculat soit conservé, il doit présenteplus de 25%

de spermatozoides fléchants et plus de 8 millionsedspermatozoides fléchants par
paillette, apres décongélation.

3.2.3 Interprétation des examens réalisés (Tableau  19).

Pour les taureaux utilisés en insémination artifi@lle, la motilité doit étre supérieure a
60%, soit une note supérieure a 3 attribuée en mdité massale. La concentration de
I'éjaculat doit étre supérieure a 0,5 milliard par ml. Le seuil d’anomalies
morphologiques se situe a moins de 30% de spermatddes anormaux, moins de 20%
d’anomalies majeures et moins de 10% pour chaque hrique d’anomalies majeures
(Dumont, 1997). Toutefois, ces critéres sont moirsgveres pour les taureaux utilisés en
monte naturelle dans la mesure ou I'éjaculat ne sarpas fractionné, dilué ou congelé.

Les critéres de décision pour la conservation@adulat sont resumés dans le Tableau 19.
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Tableau 19 : Critéres de décision pour la conservain de I'éjaculat (d'aprés Dumont, 1997).

Criteres

Seuil pour l'utilisation en
Insémination Artificielle

Seuil pour I'utilisation en monte
naturelle

Aspect macroscopique

Aspect « crémeux » a « laiteux »

Aspect « crémeaixohaiteux »

Volume 0,5a 14 ml 1a10 mi
Motilité massale Note >3 Note >2
Motilité individuelle > 60% > 30%
Pourcentage de spermatozo'l'des< 30% < 40%
anormaux totaux = 9U70 =770
Pourcentage de spermatozoides

ayant des anomalies majeures | < 20% < 30%
Pourcentage de spermatozoides

dans chaque rubrique <10% < 20%

d’anomalies majeures

Concentration

>0,5. 1§ spermatozoides/ ml

> 0,3. 1§ spermatozoides/ ml

3.3 Evaluation de la qualité de la semence chez'h  omme

3.3.1 Contexte et lieu

d'étude

Afin de décrire les méthodes couramment employées [fanalyse du sperme humain, je me
suis rendue dans le laboratoire d’andrologie dui@eatiEtude et de Conservation des (Eufs et
du Sperme humain (CECOS), ainsi que dans le laliczatiu centre d'infertilité et de
Procréation Médicalement Assistée du Centre Hdggitdniversitaire de Toulouse - Purpan,

a I'Hopital Paule de Viguier.

Le laboratoire du CECOS de Toulouse procede a demens de sperme en vue de
I'exploration de la fertilité masculine et effectdes tests de compatibilité sperme-glaire. Il
effectue également la préparation et la congélad®rsperme en vue d’'inséminations intra-

conjugales et d'inséminations avec sperme de dormmais aussi la préparation de sperme en
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vue d’'insémination, FIV ou ICSI chez 'lhomme infégiar le VIH et chez 'homme blessé au
niveau de la moelle spinale. Le CECOS a également missions le recrutement de
donneurs de sperme ainsi que la conservationgasigon du don de sperme et d’ovocytes. Le
CECOS prend en charge les consultations de couphlue de procréation médicalement
assistée hétérologue et les consultations avaotcamservation de sperme précédant un
traitement a risque pour la fertilité (chimiothéempadiothérapie et autres traitements) ainsi
que les consultations de suivi post traitement@@bplasique ou autre. Toutes ces activités se
font en collaboration avec les autres secteurs mwupg d'activité de médecine de la
reproduction et en relation avec les cancérologues les problemes de préservation de la
fertilité. L’équipe du CECOS de Toulouse est pdleais I'une des équipes francaises ayant
une activité de recherche active sur l'infertilit®tamment masculine, au sein de I'équipe de
recherche « Equipe d’Accueil 3694 : Fertilité huneab qui implique de nombreuses

personnes du groupe d’activité de la médecine depladuction.

Le laboratoire du centre d'infertilité et de Pratién Médicalement assistée procéde quant a
lui, a 'examen de la semence avant de pratiqudétéleondation In Vitro ou I'ICSI (Intra-
Cytoplasmic Sperm Injection) et met en ceuvre todess procédures de procréation

médicalement assistée.

3.3.2 Méthodes d’évaluation de la qualité de la sem ence

La standardisation des conditions de prélevement sderme est importante pour
l'interprétation de I'examen du sperme. Le spermaysé doit étre obtenu par masturbation,
aprés un délai d'abstinence de 3 a 5 jours et&mtrecueilli de préférence dans une piece a
proximité du laboratoire. Si le sperme est deséinine spermoculture, il faudra prévoir un
nettoyage antiseptique des mains et du pénis denpatinsi qu’un matériel stérile pour sa

récolte et sa manipulation.

7 L

Le spermogramme a pour but d'évaluer l'activitérétmire des différents compartiments
participant a I'éjaculation : le volume, la visdésiet le pH de I'éjaculat ainsi que la
numeration, la mobilité, la vitalité et la morphgie des spermatozoides. Les examens
prescrits par le médecin peuvent inclure un sperarmome et un spermocytogramme (analyse

morphologique détaillée des spermatozoides) maisi aune culture bactériologique si une
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infection est suspectée ou une analyse biochimitpsemarqueurs du plasma séminal, qui
peut permettre de localiser un dysfonctionnementsda synthése du liquide spermatique
(vésicules séminales, prostate...). Quelle que soihdture des examens et l'indication,

I'interprétation du spermogramme doit toujours &oeélée a I'examen clinique.

3.3.2.1 Examen macroscopique

Le sperme normal se liquéfie en une heure envitemg@érature ambiante. Si le sperme ne se
liquéfie pas, un traitement additionnel peut étexeassaire pour permettre I'analyse de

I'éjaculat.
a) Aspect

L’éjaculat est observé a température ambianteg japtes liquéfactiorlJn sperme normal
présente un aspect homogéne, gris opalescent. Sefan concentration, le sperme peut
étre plus ou moins opaqueToute coloration rosée ou brunatre peut traduirerésence

d’hématies.
b) Volume

Le volume traduit essentiellement les capacitégesgices des glandes annexes. Le volume de
I'éjaculat est noté de facon précise au moyen dpipette calibrée, la mesure est faite a 0,1
ml prés.Le volume moyen est de 2mlL’hyperspermie (volume supérieur a 6ml) n’est pas
pathologiqgue mais résulte souvent d'une hyperséarétdes vésicules séminales.
L’hypospermie (volume inférieur a 2 ml) résulte m’'trouble de I'éjaculation ou bien d’'une
hyposécrétion des glandes annexes pouvant étrenseguence d’'une infection ou d’'une

absence de ces glandes (Grizard et Jimenez, 1997)
c) Viscosité

La viscosité ou consistance, est généralement &vglar aspiration douce au moyen d’une
pipette de 5 ml, en notant la facon dont le spesi@eoule par simple gravité a I'extrémité de
la pipette. Si le sperme a une consistance norniad&coule de la pipette en formant des
gouttes séparées les unes des autres. Si la Wsessiaugmentée, entre chaque goutte, il se

forme des filaments de plus de 2c@n attribue une note d’'une croix a trois croix. Un
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sperme de viscosité normale est noté de (+) a (+tJhyperviscosité signe en général un
dysfonctionnement de la prostate et des vésicelminsiles.

d) pH de I'éjaculat

Une goutte de sperme est déposée sur du papiet pHp#l est déterminé au moyen de
I'échelle colorée. Il est important de procédereftec mesure toujours au méme moment et
dans I'heure suivant I'éjaculatiohe pH se situe généralement entre 7,2 et Bes valeurs

trop faibles peuvent étre le reflet d’'un défaut sécrétion des vésicules séminales
(normalement alcalines) alors qu'un pH nettemecalad peut révéler une insuffisance des

sécrétions prostatiques (normalement Iégeremetesici

3.3.2.2 Examen microscopique

Pour I'examen microscopique des préparations néorées, il est préférable d’utiliser un
microscope a contraste de phase mais un microseppgue peut suffire en veillant a
abaisser le condenseur pour disperser la lumiéogr Bes examens, le matériel doit

idéalement étre chauffé a 37°C (platine chauffante)
a) Mobilité

La mobilité est évaluée dans I'heure qui suit Idecte (aprés liquéfaction) et quatre heures
apres éjaculation. La mobilité individuelle estimge en placant, au moyen d'une

micropipette, une microgoutte de sperme calibré® @ sur une lame de verre. Une lamelle

de verre est ensuite déposée sur la goutte de speanlame est examinée rapidement au
grossissement x 100 puis observée au grossisse&@0t sur une dizaine de champs répartis
sur la lame. Si la préparation n’est pas homogémamen doit étre répété. Si le nombre de
spermatozoides est tres faible, il faut centrifyggs éliminer le plasma séminal surnageant ;
la concentration sera ensuite déterminée en tetmnpte du volume de plasma séminal

éliminé (Auger et Jouannet, 1993).

Le mouvement des spermatozoides observés est dassdes catégories suivantes (Auger et
Jouannet, 1993) :

- Rapide et progressif : a ;
- Lent et progressif: b ;
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- Mobile mais non progressif : ¢ ;
- Immobile : d.

Le nombre de spermatozoides de chaque catégorie€€éppelcompté a I'aide d’'un compteur
manuel. Au moins 100 spermatozoides sont comptéess giourcentages sont évalués pour
chaque catégorie. Lors de cet examen visuel, dné&eégalement la présence d’agglutinats de

spermatozoides qui peuvent réveéler I'existencetd’arps anti-spermatozoides.
b) Vitalité des spermatozoides

Une coloration a I'éosine-nigrosine est utiliséempévaluer le pourcentage de spermatozoides
vivants, une heure apres récolte du spermeul t@ sperme et 20l d’éosine sont mélangés
avec précaution. Aprés 30 secondesuB@e nigrosine sont ajoutés et le tout est a nauvea
mélangé. 1Qul de ce mélange sont étalés sur lame de verré&cleage se fait a I'air libre et
'observation est réalisée au microscope, grossieaeé x1000, a immersion. Les
spermatozoides morts sont colorés en rose. On edmpiombre de spermatozoides morts et

vivants sur un total d’au moins 100 spermatozoides.
c) Concentration

La concentration en spermatozoides est évaluéélsant un hémocytomeétre. Le sperme est
dilué au 1/26™ en ajoutant & 50l de sperme 950l du milieu de dilution (5g de bicarbonate
de sodium, 1 ml de formol et eau distillée QSP 1D0&i le sperme est trés peu concentreé, on
diluera seulement au ¥ ou 16 Ce mélange provoque la mort des spermatozoidesiret
immobilisation, ce qui facilite leur comptage. L&lange est introduit par capillarité dans les
compartiments de la cellule de Malassez et laissénthutes dans une chambre humide pour
permettre la sédimentation des cellules. Le congpsagffectue au microscope a contraste de
phase au grossissement x 200 ou x 400. Les spernidés sont comptés mais les flagelles
isolés ne sont pas pris en considération. Seuteseldules rondes (c'est-a-dire les cellules de
la lignée germinale ainsi que les leucocytes etddisiles épithéliales) dont la surface est au
moins égale au double de la surface de la tétespermatozoide sont prises en compte.

Le nombre de carreaux comptés est fonction de raerdgration en spermatozoides. Pour la

concentration, la semence est classée selon lanubemere décrite dans le Tableau 20.
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Tableau 20 : Nomenclature en fonction de la concemition du sperme humain (d'aprés Andrade-Rocha,
2003).

Concentration de I'éjaculat
Polyzoospermie Supérieur & 250 x £0 mi
Normozoospermie Entre 20 et 250 x £0 ml
Oligozoospermie légere Entre 10 et 20 x X0 ml
Oligozoospermie modérée Entre 5 et 10 x 10/ ml
Oligozoospermie sévéere Inférieur 2 5 x 10/ mi
Azoospermie Absence de spermatozoide dans I'éjaculat

d) Morphologie des spermatozoides

L’appréciation des caracteres morphologiques desrsgtozoides est complexe du fait de la
grande variabilité de la morphologie des spermat®=o humains. Pendant longtemps,
l'intérét de 'examen morphologique des spermatdesin’a pas été clairement démontré,
d’autant plus gu’en I'absence de toute standalidisata dénomination des anomalies variait
d’'un laboratoire & l'autre et par conséquent taxdmparaison entre laboratoires s’avérait
impossible (David, et al, 1975). Il est maintenant établi que le pourcentage de
spermatozoides normaux et de certaines anomalésfignes des spermatozoides ont une

bonne valeur pronostique vivo et in vitro (Auger et Eustache, 2000).

Bien que le manuel de 'OMS propose différenteoi@ilons des spermatozoides (Giemsa,
Bryan-Leishman ou Shorr), la plupart des laboraewid’andrologie (dont le CECOS de
Toulouse) utilisent la coloration de Papanicolacadifiee. Cette derniere colore la téte du
spermatozoide en bleu péle dans la région acrosengjen bleu foncé dans la région post-
acrosomique. La piéce intermédiaire est rouge pélke flagelle est coloré en bleu. Les
éventuels restes cytoplasmiques qui sont situésededa téte sont, en général, colorés en

vert.

L’étalement de sperme sur une lame de verre esé accessivement dans les différents

bains puis les lames sont montées a I'Eukitt (Hgutde montage synthétique a séchage

rapide). La lame est observée au microscope opagugrossissement x 1000 a I'immersion.
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L’'un des oculaires est muni d’'un réticule graduépmprmet de disposer d’un critere de taille.
La lecture se pratique en queue de frottis avegalsyage systématique « en méandre » de la
lame. Certains spermatozoides se présentent dé gupf’étalement, on observe alors une
image caractéristique « en flamme de bougie ».9pesmatozoides ne doivent pas étre pris
en compte pour I'examen morphologique car sur cemds, on ne peut pas distinguer

d’acrosome (ce qui permet de les distinguer desrsiezoides a téte amincie).

Compte tenu de I'hétérogénéité morphologique desnsatozoides humains, il faut observer
au minimum 100 spermatozoides pour un examen miagigae, les observations sont

ensuite converties en pourcentage. Cependant,sgidane est peu concentré, I'examen est
réalisé sur un maximum de spermatozoides. Dangagele chiffre ne sera pas converti en
pourcentage et le nombre total de spermatozoideptés sera précisé (car le faible nombre

de spermatozoides comptés diminue la précisiotedarhen).

La classification des anomalies utilisée au lalmi@tde spermiologie du CECOS est la
classification de David modifiée (Davat al, 1975 ; Auger et Eustache, 2000), alors que le
Laboratoire de Procréation Médicalement Assistéseiia classification de Kruger (Kruger
et al, 1987).

La classification de David a été proposée en 19fikliée en 1975, suite au constat d’'une
hétérogénéité flagrante entre laboratoires d’angielquant a l'interprétation des anomalies
morphologiques des spermatozoides. Cette clagsificast originale car elle permet de
répertorier toutes les anomalies sur un méme sperwide alors qu’auparavant on ne prenait
en compte qu'une seule anomalie. De plus cettsifilzation décrit treize classes d’anomalies
et un recueil de microphotographies de spermatesoidrmaux et anormaux y est associé,
permettant de classer le plus objectivement passdd anomalies observées (Daeidal,
1975). La classification de David a été largemeiupéée par les laboratoires de spermiologie
dans les années soixante-dix. Cependant, dansueh dm® clarté et pour voir figurer dans la
grille toutes les atypies morphologiques susceggilfavoir des conséquences fonctionnelles,
cette classification a été modifiee au début dewes quatre-vingt-dix (Auger et Eustache,
2000 ; Tableau 21).
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classification de David et la classification de Dag modifiée

Tableau 21 : Evolution des criteres de classificatn des anomalies morphologiques utilisés dans la

Classification de David

Classification de David

1975 modifiée

1990
Anomalies de la téte Allongée Allongée
Amincie Amincie

Microcéphale
Macrocéphale
Irréguliére
Dupliquée
En lyse

Microcéphale
Macrocéphale
Multiples
Acrosome anormal
Base anormale

Anomalies de la piéce
intermédiaire

Restes cytoplasmiques

Restes cytoplasmiques

Angulation Angulée
Gréle
Anomalies du flagelle Absent Absent
Court Ecourté
Enroulé Calibre irrégulier
double Enroulé
Multiple

Sur la grille de classification utilisée lors dexdamen morphologique figure également
'Index d’Anomalies Multiples ou IAM. L'IAM représate le rapport du nombre total

d’anomalies recensées sur le nombre total de spezoides anormaux. L'IAM est un

indicateur du nombre moyen d’anomalies associeesparmatozoide anormal. C’est une
valeur prédictive importante pour la fertilité desmmes consultant pour infertilité primaire
(Jouanneet al,.1988).

Les principales anomalies des spermatozoides dgfiselon la classification de David
modifiée sont illustrées par les documents ci-dessbes anomalies de la téte, de la piéce
intermédiaire et du flagelle sont considérées a(pagure 10 a Figure 12).
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Figure 10 : Représentations schématiques des anonesl de la téte selon la classification de David mifiée

(Auger et Eustache, 2000).

ANOMALIES DE TAILLE AMOMALLES DE FORME
DE LA TETE ET DE TEXTURE DE LA TETE
AMOMALTES
MORMAL =_'-‘_—'. ACROSOME
TETE -:,_
MIELRNORM.A]_ MULTIPLES
LARGEVR + NDRMALE
ALLOMNGE
LOMNGUEUR » RNOSMALE 'mua- moﬂ PETIT ARSEMT|
LARSEUR NORMALE PETIT
mm
ANCMALIES
A BASE
MICROCEPHALE
LMEM « PORMALE @ @ O
LARSEUR « MORMALE
LOMEUELS » NCRIWALE
LARGEUR » NORMALE
Figure 11 : Représentation schématique des Figure 12 : Représentation schématique des
anomalies de la piéce intermédiaire selon la anomalies du flagelle selon la classification de
classification de David modifiée (Auger et David modifiée (Auger et Eustache, 2000).

Eustache, 2000).

RESTE CYTOPLASMIGUE
ET-_'D_‘—J“':_- : ilr F '_-_

FLAGELLE
ABSEMT

Lorsque les anomalies sont identifiées, on les sotaune grille celle utilisée au CECOS est

donnée en exemple ci-dessous (Figure 13).
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Figure 13 : Grille d’évaluation des anomalies morphlogiques utilisée au CECOS de Toulouse.

N° Lame : Lecteur :
Nom du patient : Date :
pat Total
Normaux ;
Allongé a
Aminci b
w
h 5
" Microcéphale c
a8 Macrocéphale d
0
w
I | Tétes multiples e
=
% Base anormale f
Acrosome mal formé
ou absent [}
a E’; Reste cytoplasmique h
oz
3] ]
5 & | Gréle i
28
b1 " .
£z Angulation i
Absent k
w | Ecourté 1
&4
=1
] g Calibre irrégulier ~ m
oi
Z>
< A | Enrouls o
Muiltiple p
AUTRES ELEMENTS 1AM =
Flagelles isolés
Spermatozoides en lyse
Polynucléaires
Cellules de la lignée spermatique
autres cellules
Fragments cellulaires
Code : 400822

3.3.2.3 Tests d'interaction sperme-glaire
a) Test post-coital ou test de Huhner

Lors d’infertilité du couple, le test post-coitatde premier test fonctionnel réalisé. Le
test de Huhner est un examen facile et peu coliepermet d’apprécier I'aptitude des
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spermatozoides a pénétrer et a survivre dans leusnaervical dans les conditions
physiologiques. Quels que soient les résultats eletest, un spermogramme et un
spermocytogramme doivent étre mis en ceuvre caaioest anomalies n’affectant pas

I'issue de ce test sont responsables d’infertfitdomalies de I'acrosome par exemple).

Les patients viennent au laboratoire 6 a 12 heapess un rapport sexuel en période pré-
ovulatoire. Des prélevements de glaire sont effectau niveau endocervical, exocervical
et au niveau du cul de sac vaginal. La glaire dé&pesitre lame et lamelle est observée au
microscope (grossissement x 40). Le test est pasitau moins 6 spermatozoides a
mobilité progressive sont observés par champ (mwyesur 10 champs). Le test est
négatif si aucun spermatozoide n’est observé. Qdta¢ peut étre d0 a une azoospermie
ou a des difficultés lors du coit. Le test estaéfit si des spermatozoides peu mobiles ou

mobiles sur place sont observeés.

Si le test est déficient et I'examen du sperme mabron refait le test aprés traitement
d’optimisation de la glaire ou traitement d’'une iveelle infection des voies génitales de
la patiente. Si le test est toujours déficientisslie de ces traitements, il convient de

procéder au tesh vitro de compatibilité sperme-glaire.
b) Testin vitro de compatibilité sperme-glaire

Il s’agit d'un test croisé ou sont mis en contdatglaire de la patiente et le sperme du
patient, la glaire de la patiente et un sperme térabenfin, le sperme du patient et une
glaire témoin. La glaire est aspirée dans des tobpslaires qui sont déposés dans des
tubes a essai et mis en contact 30 minutes avepehme. L'observation microscopique
des tubes capillaires permet de mettre en évidengmgression des spermatozoides dans
la glaire (en cm), la densité de pénétration (n@rd® spermatozoides dans le champ au
point le plus haut), la capacité de pénétrationffadince entre le nombre de
spermatozoides présents a 1 cm et au point lenplu§ et la survie des spermatozoides a
4 heures. La confrontation des résultats permeatéterminer si l'infertilité est d’origine

cervicale, spermatique ou mixte.



3.3.2.4 Examens complémentaires
a) Spermoculture

Une spermoculture peut-étre envisagée lors de@asm’infection génitale.
b) Dosages biochimiques

Les marqueurs du plasma séminal peuvent étre diésaiaurs de la fonction des glandes
annexes et du tractus génital male. Il existe dambmeux marqueurs biochimiques et en
général, un défaut de sécrétion d’'une des glanuesxas s’accompagne d’une diminution de
I'excrétion du marqueur correspondant. On utilisemme marqueurs biochimiques :la
phosphatase acide et le citrate et le zinc poyrrdestate ; le fructose pour les vésicules
séminales ; la L-Carnitine libre, la glycéro-phosgioline et I'activité de I'alpha glucosidase
pour I'épididyme. Leur mesure permet d’établir wetographie biochimique anatomique

et/ou fonctionnelle de I'appareil génital mascyBoufir, 1983).

c) Analyse des spermatozoides assistée par ordin@BASBA = Computer Assisted

Semen Analysis)

Le CECOS dispose d’'un analyseur de sperme (Hamilltmin Reseach) qui permet I'analyse
assistée par ordinateur de certains parametresnslagigues. Cette analyse n’est pas
appliguée systématiquement a tous les éjaculats aaeux destinés a I'insémination intra-
utérine et sur prescription, si le médecin demamnde analyse du mouvement des
spermatozoides. Les appareils de ce type fonctiingice a une caméra couplée a un
microscope et utilisent un logiciel informatiquerpettant de transformer le signal électrique
transmis par la caméra et l'analyse des trajectodes spermatozoides. Ces nouvelles
technologies ont permis une certaine standardisatel'analyse de la semence, cependant

certains parametres doivent étre interprétés aveanspection.

L’analyseur peut évaluer la concentration en spwaneides du sperme, cependant, cette
fonction peut conduire a une surestimation du nendlerspermatozoides. En effet, le systeme
CASA ne peut pas faire la différence entre les idétmllulaires qui ont une taille semblable &
celle des spermatozoides et les tétes de sperridgsz@haron et Mortimer, 2000). De plus

en cas de faible concentration du sperme, les rsafeurnies ne sont pas fiables (Verstegen
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al., 2002). La détermination de la concentration gerse humain par ce moyen n’est pas
recommandée par I'Organisation Mondiale de la SaBté outre, le systtme CASA peut
déterminer le pourcentage de spermatozoides moinites ce pourcentage peut étre sous

estimé car les débris sont comptabilisés en tamsgaermatozoides immobiles.

Les systemes d’analyse assistée par ordinateureftermh une évaluation objective de la
morphologie de la téte (Davis et Katz, 1993) etlént de subtiles différences qui ne peuvent
pas étre mises en évidence a I'examen classiqueefbis, au laboratoire de spermiologie du
CECOS, le spermocytogramme tient aussi compte desaies du flagelle et de la piéce
intermédiaire. L’analyse morphologique fournie peiamilton ne correspond donc pas aux
criteres de la classification de David. Ces diffées limites expliquent le fait que I'analyseur
automatique ne soit pas utilisé en routine powaleen morphologique et que les méthodes

classiques restent encore les plus employées ésihedoratoires d’andrologie.

Cependant, l'analyseur fournit des données intarees sur le mouvement des
spermatozoides. Ainsi, des valeurs cinématiquest sdéterminées pour chaque
spermatozoide, comme par exemple la VLC (Curvilinéalocity) qui refléte la distance
totale que couvre la téte du spermatozoide au abeire période d’observation. La VSL
(Straight-Line Velocity) est déterminée par la nreste la distance entre le point d’arrivée et
le point de départ, en ligne droite. Enfin la VARvérage Path Velocity) correspond a la
distance parcourue sur le trajet moyen pendantiiéedd’observation. L’ALH (Amplitude of
Lateral Head displacement) correspond a I'amplitddedéplacement latéral de la téte. La
BCF (beat cross frequency) est la fréquence a legleetéte du spermatozoide traverse la

trajectoire moyenne, elle est mesurée en Hertz.

La Figure 14 présente un exemple des parametregeguidournir 'analyseur automatique de
sperme et les Figure 15a, Figure 15b et Figurerdépresentent des exemples de trajectoires

de spermatozoides humains.
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Figure 14 : Exemple de I'analyse de la cinétique despermatozoides évaluée par un systéme automatisé

d’'analyse de sperme(CECQOS, 2007)

HOPITAL PAULE DE VIGUIER
CECOS MIDI-PYRENEES

LABORATOIRE DE SPERMIOLOGIE

330 AVE DE GRANDE-BRETAGNE
310589 TOULOUSE CEDEX 9

TEL : 05 67 77 10 50
05 67 77 10 70

Docteur L.BUJAN Docteur M. DAUDIN Docteur N, Moinard

Examen du : 22/05/2007

Dossier numéro : Monsieur :
Médecin : ’ Conjointe :

Concentration en millions par ml : 49,5

Spermatozoides mobiles : 16 %
Spermatozoides progressifs ; 7 %
Vélocité moyenne : 52,4 microns/seconde
Vélocité :

- rapide (V > 25 microna/a) : 16 &

- moyenne (10<V>25 microns/s) : 0 ]

=« lente (V<10 microns/s) : 9 ]

- nulle (V=0 microns/s) 75 %

Amplitude du déplacement latéral de la té&te (ALH) : 3,6

Vélocité curvilinéaire (VCL) : 79,5 microns/sec

Vélogité progressive (V8L) : 39,9 microns/sec

Linéarité (VSL / vCL) : 51 %

Pourcentage de spermatozoides a mouvement hyperactif : 3 %

Surface moyenne de la té€te : 3,5 microns2? élongation ; 78 &

Remarques : TEST DE SURVIE A LIQUEFACTION

Analyse éffectuée grace a un systéme automatisé (HTM IVOS version [J
12.3) a 60 images par seconde, sur 155 spematozoides sur 1 champs a [

37,0 C; prelevement é@ffectué au laboratoire a 12H20.
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Figure 15 : Exemples de trajectoires de spermatozit¥s humains évaluées par un systéme automatisé

d’analyse de sperme (CECOS, 2007).

TRACK No. 12
Parameter Value # X Y ¥ X Y
Category Rapid 1 3102 321.7 16 3026 312.7
VAP 53,0 pm/s 2 310.2 3211 17 3022 3129
vCL 63,3 pmis 3 309.4 320.2 18 3017 312.2
vsL 52,2 pmis 4 309.2 319.4 49 301.4 310.4
S5TR 98 % 35 3091 3197 ) 300.2 3104
LN 82 % € 309.1 318.7 21 299.1 309.3
ALH 2,0 pm 7 307.9 31B.4 =) 2987 30B.5
BCF 408 Hz 8 307.5 317.9 2% 298.4 308.1
Elongation 84 % o 306.8 317.2 24 208.9 307.7
Head Area 39 ¥msq | ) 3062 316.6 29 2071 3085
K 6,6 Pixels | ., 5050 3165 20 2051 306.6
:‘:::ty "f;: 12 3057 3158 20 29051 305.4
13) 3059 3148 2 2048 304.9
i Sorts |14 3042 3148 29 2952 3030
hyperactifs Fall| 1 3038 3137 30 203.0 303.2
SottB Pass
SortC Pass ACCEPTED

a) Ce tracé représente la trajectoire d’'un sperméde a mobilité rapide et progressive.
La trajectoire du spermatozoide est quasimentliggati Par conséquent la VCL est peu
élevée, en revanche, la VSL est grande. Les vatiuta VSL et de la VCL sont proches

car le spermatozoide a une trajectoire presquaitmé

TRACK No. 5

Parameter Value # X Y # X Y
Category Rapid | 1 407.1 1138 16 404.2 123.1
VAP 559 ym/s | 2) 405.3 1144 17) 403.9 124.1
vcL 84,7 ymis | 3) 4055 113.9 18 403.8 123.3
VSL 41,6 pmis 4 404.8 117.0 19) 403.8 124.1
STR 74 % 5 402.4 116.8 20) 4039 1236
LIN 49 % 6) 400.9 117.7 21) 403.8 124.1
ALH 4,1 pm 7) 400.8 119.7 22) 403.7 124.7
BCF 30,0 Hz & 401.3 120.6 23 403.6 124.6
Elongation 60 % 9) 399.2 121.6 24 402.1 126.8
Head Area 34 UMSq | o 4003 123.3 29 401.6 127.9
Head Size 5.1 Pixels | .\ 4020 1231 20 398.5 126.8
Intensity 157,3 12) 403.3 123.0 2n 3985 129.5
Points g 13 403.8 122.3 ) 398.4 130.8
B Sorts | 19 4046 1228 29 397.8 130.4
hyperactifs Fail| 15 404.1 1224 30 396.2 130.7
Sort B Pass

Sort C Pass ACCEPTED

b) Ce tracé représente la trajectoire d'un spermatezoiobile. Sa trajectoire est moins
rectiligne que celle du tracé précédent. La VCL sgbérieure a celle du tracé
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précédent, par contre la VSL est plus petite. leraptozoide a donc parcouru moins

de distance linéairement méme si le trajet réedquau était plus long.

TRACK No. 12

Parameter Value # X Y # X Y
Category Slow 1) 96.4 163.8 16 958 162.7
VAP 357 ymls | 2 959 1640 17 96.3 163.6
VCL 51,3 pmi/s 3) 959 162.7 18 96.3 164.6
VsL 2,6 pmis 4 94.8 162.0 19 96.0 1657
STR 7% 5 941 161.2 200 96.1 166.4
LIN 5 % 6 931 160.9 21) 96.1 167.0
ALH 1,6 pm 7 926 160.7 22 96.5 167.6
BCF 31,1 Hz 8) 926 159.9 23 96.6 167.6
Elongation 64 % 9 936 159.2 24) 97.2 168.1
Head Area 51 Umsq |, 949 159.5 29 97.6 167.2
Head Size 6.4 Pixels |\, 952 160.4 20 97.2 166.4
Intensity 157,5 12 953 161.0 21 97.5 165.7
Points 30 13) 950 161.5 20 96.8 166.2
i Sorts |14 957 161.2 29 97.1 1655
hyperactifs Fail| 15y 95.4 161.9 300 96.8 164.9
Sort B Pass

Sort & Pass ACCEPTED

c) Ce tracé représente la trajectoire d’'un spermatiezwiobile. Cependant, la trajectoire
n'est pas rectiligne mais forme des boucles. La ¥StLdonc particulierement faible
méme si la distance totale parcourue est grandde gmint d’arrivée est tres proche

du point de départ sur la période d’observatiorsi@rée.

3.4 Résumé de l'évaluation des parametres séminolog iques dans

les especes bovine, canine et humaine

Le Tableau 22 récapitule toutes les méthodes égi€n routine pour lors de I'analyse du

sperme dans les 3 especes considérées..
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Tableau 22 : Tableau récapitulatif des méthodes Uisées en routine pour I'évaluation de la qualité € la

semence dans les espéces bovine, canine et humaine.

Méthode utilisée dans
I'espece bovine

Méthode utilisée dans
I'espece canine

Méthode utilisée chez
'homme

Examen
macroscopique

Observation visuelle :
volume, couleur,

Observation visuelle :
volume, couleur,

Observation visuelle :
volume, couleur,

viscosité. viscosité. viscosité et mesure pH.
Motilité massale Observation Observation Parameétre non évalué.
microscopique. Note| microscopique. Note
de 0 ab. de 0 ab.
Motilité individuelle Parameétre non évalue Observation Observation
en routine. microscopique microscopique et
CASA
Concentration Spectrophotométrie. Observation Observation

microscopique. Cellulg
hématimétrique.

microscopique. Cellulg
hématimétrique.

Vitalité Paramétre non évalue Observation Observation
en routine. microscopique d’un microscopique d’un
frottis coloré en éosing-frottis coloré en éosine
nigrosine. nigrosine.
Morphologie Paramétre non évalue Observation Observation

en routine.

microscopique d'un
frottis coloré en éosing
nigrosine

microscopique d'un
- frottis : coloration de

Papanicolaou modifiée.

Interaction sperme-
glaire cervicale

Parameétre non évalué.

Parameétre non éva

lué. Teébilteer +/- test
in vitro sperme-glaire.

Globalement, les parametres évalués pour I'analysde la qualité de la semence sont

les méme chez le bovin, le chien et 'hommées techniques employées peuvent

différer pour s’adapter aux contraintes de la filiee considérée et a la finalité de

I'examen. Par exemple, la concentration de I'éjaculat esilu&e au spectrophotométre
pour des questions de rapidité en filiere bovineagtla précision avec cette méthode est
suffisante pour les objectifs de dilution. Certainéechniques sont employées
préférentiellement dans une espéce par habitugmwudes questions de facilité de mise
ceuvre (choix des colorations, utilisation de laili@tmassale ou individuelle...). Le test
de compatibilité sperme-glaire cervicale est un tesctionnel important qui est utilisé
chez 'homme car la fertilité est envisagée de raipalividuelle dans cette espéce et non

pas de facon globale comme chez les animaux de.rent



4 LIMITES DES TECHNIQUES CLASSIQUES D'EXAMEN
DU SPERME ET PERSPECTIVES POUR LE FUTUR

4.1 Principales limites de 'examen classique dusp  erme

4.1.1 Subjectivité et répétabilité des méthodes cl  assiques d’examen de

la semence

Le choix de la méthode employée par le laboratbiietenir compte du codt de I'analyse, de
la facilité de mise en ceuvre des techniques maisi @w nombre d’échantillons a analyser
guotidiennement. L'examen de la qualité du spersieefectué en routine par observation
microscopique d’'un échantillon par un opérateuttecméthode dite « classique » peut étre
mise en ceuvre avec un équipement de base peu xoGependant, I'examen de routine
de la semence (et en particulier 'analyse de la rilité) est par nature un examen
subjectif. On déplore une certaine variabilité intma et inter-laboratoires mais également
une variabilité intra et inter-opérateurs. Cette variabilité de I'évaluation des paramétres
séminologiques peut avoir des répercussions sutétasion d'utilisation ou de rejet de

I'éjaculat et dans le cadre d’échanges commeraiaire laboratoires ou entre pays.

Des résultats obtenus dans 10 équipes différetegef et al., 2000) ont conclu que la

moyenne des coefficients de variation inter-indingllie était de 22,9% pour I'estimation de la
concentration, 21,8% pour la motilité et 17,5% plawitalité. Un effet opérateur a été mis en
évidence pour la motilité et la vitalité mais pasipla détermination de la concentration. La
variabilité intra-opérateur est d’autant plus étevgie I'opérateur est inexpérimenté. Cette
étude souligne donc la nécessité de contrblesniedeet externes dans les laboratoires

d’analyse de la semence.

La comparaison entre les méthodes conventionnetlBanalyse assistée par ordinateur a été
effectuée pour I'examen morphologique du spermerifstaet al., 2000). La variation intra-
opérateur est beaucoup plus élevée pour les méthoaleventionnelles d’examen de la
morphologie que pour la méthode assistée par dedinécoefficient de variation = 0,43 pour
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les méthodes conventionnelles contre 0,08 poualiae assistée par ordinateur). Cette étude
a conclu que l'analyse morphologique assistée pdinateur présente une valeur prédictive
légerement supérieure aux techniques conventia@malhis surtout une reproductibilité bien
supérieure, permettant la standardisation. Desétadr la comparaison de |'évaluation de la
mobilité des spermatozoides par des méthodes nesueti des méthodes assistées par
ordinateur (Walkeret al, 1982) ont montré que I'exactitude de I'obsemativisuelle est
élevée lorsque le pourcentage de spermatozoides diohe mobilité progressive et
parcourant au moins gfh / seconde n’est pas compris entre 34 et 57%.ffeéty dans cet
intervalle, I'évaluation subjective est erronéesl@f% des cas. La motilité est le parametre le

plus subjectif lors de I'évaluation de la qualigéld semence.

4.1.2 Standardisation et formation

Dans les centres d’examen de la semence de typ©SEEs méthodes utilisées ne sont pas
complétement standardisées malgré les recommandati® I'Organisation Mondiale de la
Santé. En effet, le guide de 'OMS recommande plusi techniques pour certaines étapes de
'examen du sperme (par exemple plusieurs colaratisont possibles pour I'examen
morphologique, car aucune des techniques propasé&esontré de supériorité par rapport a
une autre). De plus, il existe différentes pubiaa de ce manuel et tous les laboratoires ne
se conforment pas a la méme éditidres variations observées lors de I'examen
morphologique des spermatozoides sont dues au marmgule standardisation des
méthodes d’examen et de formation mais également @l de la classification des
anomalies morphologiques des spermatozoides (Dawsal., 1995). Il est actuellement
reconnu qu’une formation standardisée conduit a uneréduction immédiate de la
variabilité inter-opérateur dans I'examen de la sermance. Cependant elle est lourde a
mettre en ceuvre car elle implique une formatiorotilgée ainsi que des sessions pratiques

répétées et un suivi régulier des résultats (Bjginhett al.,2002).

Dans la filiere bovine, malgré le r6le important [l@NCEIA, la standardisation entre les
CEIA n’est pas parfaite. Les méthodes employéds etatériel a disposition pour I'examen
de la semence différent entre les centres. La fitomales chefs de centre d’'insémination
dans la filiere bovine a été définie par I'Arréié 2L Novembre 1991 qui prévoit des sessions
de formation organisées par le centre d’enseignemeatechnique de Rambouillet. Le
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programme de la session et la nature de I'éprewrd définis par le Ministere de
I’Agriculture apres avis de la commission nationdl@mélioration génétique. Cependant, en
raison de I'ouverture du marché européen de I'lnsétion Artificielle bovine et de la fin de

la loi sur I'élevage du 28 décembre 1966, |la foramatles chefs de centre n’existe plus depuis
le 31 décembre 2006. Une habilitation est désormidlisrée aux opérateurs de centres de
collecte et de stockage de la semence. De plus @sncentres d’insémination, d’'autres
personnes (laborantins, techniciens...) effectueale@gent les examens du sperme sans avoir
recu au préalable de formation spécialisée dardoowine.A noter qu’'en dehors de ces
formations, les opérateurs de ces centres spéciaksont peu I'occasion d’échanger sur

les problemes techniques relatifs a la collecte €t I'évaluation de la qualité de la

semence.

Les centres d’examen de la semence canine en Hase®oir les 4 banques de semence) ne
présentent pas de standardisation des méthode®yapl Cependant, les dirigeants des 4
structures se réunissent annuellement pour terttarndoniser les procédures. Au CERCA

par exemple, différents opérateurs peuvent inténgams la journée, ce qui est une source de
variabilité au sein du laboratoire. De plus, il rypas de formation standardisée pour
I'examen du sperme, les opérateurs sont formégiauls laboratoire par d’autres opérateurs

plus expérimentés.

4.1.3 Durée de lI'analyse et nombre de cellules anal ysées

Une autre limite de 'examen de la semence pamiéthodes classiques est la durée de
'analyse. Les étapes les plus longues sont leali@tion de la concentration de
spermatozoides dans I'éjaculat et I'analyse monaiqle. L'examen conventionnel du
sperme ne permet d’analyser qu’un faible nombre depermatozoides dans un intervalle
de temps raisonnable, cela représente une source ariabilité non négligeable. De plus,
compte tenu du faible nombre de cellules analyséds, population de spermatozoides
analysée n’est pas forcément représentative de eefpprésente dans I'éjaculat.

Il a été demontré récemment que le comptage d'andynombre de cellules (300 a 400
approximativement) améliore la précision de I'éadilon de la concentration de I'éjaculat

(Christensenet al., 2005). De plus, bien que [I'évaluation de la comegion en
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spermatozoides avec les cellules hématimétriquascensidérée comme la méthode de
référence (Mahmouet al., 1997) il a été montré que certaines méthodes t&sart plus
rapides (comme la cytométrie de flux et la spedtodbpmeétrie) présentent une meilleure
répétabilité que les techniques classiques avemtémsion identique (Prathalingaet al.,
2006).

4.1.4 Relation entre les parameétres observeés classi quement et la fertilité

La relation entre la fertilité évaluée in vitro et la fertilité in vivo n’est toujours pas
clairement établie. Chez 'homme, excepté lors d’azoospermie, I'exammécroscopique de
la semence considéré isolément n'est pas un balicpgar de la fertilité (Jequier, 2005). La
motilité est une expression de la viabilité et 'dedgrité structurale du spermatozoide. Chez
le taureau, les éjaculats produits dans les cerdli@sémination artificielle présentent
généralement une bonne mobilité. Cependant, laélation entre la mobilité des
spermatozoides et les taux de non retour a I'ins&tioin artificielle est faible (Stalhammeir
al., 1994). Par ailleurs, certaines anomalies mongiquies n’ont pas de répercussion sur la
fertilité, comme l'illustre le cas d’'un taureau Cblais utilisé dans la filiere de I'insémination
artificielle dont 24 a 36% des spermatozoides ptésent une anomalie morphologique au
niveau de la piéce intermédiaire sans effet appasen la motilité ou sur la fertilité de
I'animal (Rochaet al, 2006).

Afin de déterminer la relation entre un parameémisologique mesur@é vitro et la fertilité

in vivo, il faut disposer non seulement de tests de laboea spécifiques du parametre a
évaluer, précis et exacts mais également de dormges fertilité (Amann, 1989), ce qui
n'est pas facile. En médecine humaine, la relagioine la qualité du sperme et la fertilité est
impossible a évaluer pour des raisons d’éthiquesnaaissi car, pour les techniques de
procréation médicalement assistée les mécanisn@gués dans la fécondatiam vivo sont
court-circuités. Chez les bovins, il est possibabténir des résultats de fertilité pour chaque
taureau mais il est plus difficile de les assoaiem éjaculat donné. La mise en place d’'une
tracabilité efficace dans la filiere de I'insémioat artificielle (systeme de code barre sur les
paillettes de semence congelée et lecture lora dade en place de la semence) et la base de
données sur la fertilité bovine devrait permettrétablir une relation entre la qualité

séminologique et la fertilitén vivo. Il restera néanmoins a analyser cette relation su

80



différents éjaculats. Il s’agit d’un travail conéidble, d’autant plus que la fertilité repose sur
de nombreux criteres liés a la complexité struttuet fonctionnelle du spermatozoide.
Parallelement a cette analyse de la relation éegrparametres séminologiques et la fertilite,

de nouvelles techniques sont développées pourenaldertilitéin vitro.

4.2 Les perspectives envisageables en complément de s méthodes

classiques

Compte tenu des limites de I'examen de routinepuree, de nouvelles méthodes d’analyse
du sperme, plus répétables et plus exactes fobfet'a’études. L’enjeu est de trouver des
parametres corrélés de facon significative a léliféret possédant une valeur prédictive
correcte. Actuellement, aucun parametre pris isolément n’estcorrélé de fagon
satisfaisante a la fertilité. |l s’agit donc de désglopper un ensemble de tests qui pourrait

compléter 'examen conventionnel du sperme et amélier sa fiabilité.

Ainsi, les méthodes microscopiques conventionngl@srraient peu a peu étre complétées
par les méthodes d'analyse assistées par ordindtEja utilisées ponctuellement), les
colorations fluorescentes et les tests d’interacipermatozoide-ovocyte. L'intérét de ces
tests fonctionnels a été souligné dans de nombedxatoires et I'Organisation Mondiale de
la Santé les a inclus dans son manuel de labagatedus la catégorie des «tests

fonctionnels ».

4.2.1 Analyse du sperme assistée par ordinateur (Co mputer Assisted
Sperm Analysis = CASA)

Les systémes d’analyse assistée par ordinateurefterthd’analyser de nombreux parameétres
(tels que la concentration, la motilité, la véléadt la morphologie du spermatozoide) sur un
grand nombre de spermatozoides avec une grandab#éip& La méthode a été décrite dans
le paragraphe 3.3.23. Cependant, de nombreux p&isent exister. C’est pourquoi, la
standardisation et les controles qualité sont d&srgmuis essentiels. La formation de
'opérateur est également primordiale pour asslardiabilité et la répétabilité des résultats.
La comparaison avec des méthodes manuelles qdiéombntré leur précision et leur fiabilité

est essentielle (par exemple la concentration dgadulat évaluée a la cellule
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hématimétrique). Les méthodes d’utilisation du é&yst doivent étre parfaitement définies et
clairement décrites, enfin, le traitement des éthams a analyser (protocoles de lavage,
centrifugation, fixation et coloration) doit étréasdardisé. Toutefois, méme s’ils peuvent
apporter une certaine objectivité en comparaisotiegamen manuel du sperme, ces
analyseurs évaluent les mémes parametres que calwé® classiquement par 'opérateur, la

guestion de la relation entre les paramétres me&tié fertilité reste entiere.

En France, actuellement, les CECOS ou les laboestoile Procréation Médicalement
Assistée sont équipés d’appareils d’analyse asssé ordinateur (CASA). L'utilisation de
CASA s’est développée ces quinze dernieres anrdérediglement au développement de la
Procréation Médicalement Assistée. Le CASA estgpalement utilisé lors des tests de
préparation de sperme avant I'insémination intexine. En général cet équipement est utilisé
en complément et non en substitution des méthddeslgise microscopique. En clinique, ces
appareils peuvent étre utiles pour dépister desnalies de mobilité des spermatozoides.
Cependant I'évaluation conventionnelle de la mtbilbu le test de Huhner permettent
également de mettre en évidence des troubles gmeda motilité des spermatozoides.
D’aprés les laboratoires d’andrologie, le champ ppleation du CASA concerne
essentiellement la recherche ou les études toxjimples. Ces appareils ont été mis au point
initialement pour un usage en médecine humaindagmurite ils ont été paramétrés de fagon a
étre utilisables dans différentes espéces aninfdted les espéces bovine, canine, équine et

porcine).

Actuellement, en France, trées peu de centres dfimsdion artificielle bovine sont équipés

d’appareils d’analyse du sperme assistée par dedin&n raison notamment de leur co(t.
Trois centres d’'insémination artificielle disposetd cet équipement il s’agit des centres
Genes Diffusion Optimal (coopérative du Nord), d¢RCEO (grand Ouest) et de I'un des

centres d’Amelis (Normandie-Mayenne). Les analyseautomatiques apportent des
précisions utiles concernant la motilité et la nmmipgie, avec une bonne répétabilité.
Cependant, ils ne peuvent pas se substituer emiatea I'examen séminologique classique
et ne permettent pas de classer les taureaux cenmasfaisant » ou « insatisfaisant » pour
la production de sperme I'examen précédant la pHaseestage (Palmer, C.W. Barth, A.D.

2003).
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Bien que [l'utilisation de CASA (Hamilton-Thorn) soialidée dans I'espéce canine depuis
2001 (Iguer-ouada et Verstegen, 2001), ce systéest pas utilisé actuellement, en France,
dans les 4 centres d’insémination, en raison du étgvé de I'équipement et du faible

développement de I'insémination artificielle en seice congelée.

4.2.2 Tests de coloration fluorescente

Au cours des dix dernieres années, différents neangufluorescents ont été développés pour
tester les capacités fonctionnelles des spermategoiintégrité de la membrane plasmatique,
capacitation, réaction acrosomique et niveau dedeusation de la chromatine.
L'interprétation des tests basés sur I'utilisatinmarqueurs fluorescents nécessite le recours

a la microscopie a fluorescence ou a la cytomégigéux.

4.2.2.1 Principe de la cytométrie de flux: application aux marquages

fluorescents

La cytométrie de flux est une technique de carmetééon individuelle, quantitative et
qualitative de particules en suspension dans wndig La Figure 16 illustre le principe du

fonctionnement du cytometre de flux.

Figure 16 : Principe de fonctionnement du cytométrele flux (d’aprés Robinson, 1999).
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Les cellules sont aspirées par un systeme de petrgrevoyées une a une devant un faisceau
laser qui permet de les mesurer ou d'évaluer desngdres cellulaires. Les signaux relatifs
aux propriétés optiques intrinseques de la padianblysée ou a sa fluorescence sont séparés
par des filtres optiques (filtres dichroiques) eflectés par des photo-multiplicateurs (PMT)
Ces informations sont transmises a un ordinateurlegu transcrit. La lumiere diffractée
mesurée en face du rayon laser permet d'évalugilla des cellules (paramétre FSC). La
lumiére diffractée, mesurée a 90° (parameétre S®@hel une mesure de la granulosité de la
cellule, c'est-a-dire de la complexité interne @e cellule considérée. L'utilisation de
fluorochromes (colorants fluorescents) permet deatér, de maniére spécifique, la présence
de certaines molécules, on choisit le fluorochra@nefonction du marqueur que I'on veut

mettre en évidence.

Les avantages de la cytométrie de flux par rapporé la microscopie sont multiples, en
effet plusieurs milliers de cellules sont analyséan 10 secondes et les résultats obtenus
sont plus précis et plus exacts. La cytométrie déuk ouvre de nouvelles perspectives en
andrologie (utilisation des marqueurs fluorescentssexage de la semence...) cependant,

le colt de I'équipement limite I'utilisation de cete technique en clinique.

4.2.2.2 Intégrité de la membrane plasmique

L’intégrité membranaire est essentielle pour gardatapacité fécondante du spermatozoide.
Habituellement, l'intégrit¢ de la membrane plasmigast évaluée par coloration et

observation en microscopie optique.

De nombreux fluorochromes peuvent étre utilisés gaaluer I'intégrité membranaire : par
exemple la combinaison Carboxyfluorescein diacet@€DA) et Propidium lodide (PI) ou
encore carboxymethylfluorescein diacetate (CMFDA3um Sativum Agglutinin (PSA) et PI
ou lassociation SYBR-14 et Pl. La plupart des téms de ces combinaisons de
fluorochromes sont temps-dépendantes car ellesksmdtes sur la conversion enzymatique
d’'un substrat en un produit fluorescent. Dans k& @& I'association SYBR-14 et PI, on ne
constate pas de relation de type temps-dépendantees molécules se lient a 'ADN du

spermatozoide qui est un constituant stable (Gatn&whnson, 1995).
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L’examen en microscopie a fluorescence révele gaespermatozoides vivants sont colorés
en vert par le SYBR-14 qui s’integre a 'ADN. Cettelécule est capable de pénétrer a
travers la membrane plasmique de cellules intattes.spermatozoides morts ayant perdu
leur intégrité membranaire sont colorés en rougdep®l. Enfin, on distingue une troisieme
population de spermatozoides colorés a la foiseeinet en rouge, il s’agit des spermatozoides
moribonds dont la perméabilité membranaire estédtéLa Figure 17 illustre I'aspect en
microscopie a fluorescence d'un mélange de spemuites morts et vivants colorés avec le
mélange SYBR et Pl (Garner et Johnson, 1995).

Figure 17 : Spermatozoides morts et vivants colorésvec le mélange SYBR et PI (Garner et Johnson,
1995).

Cette coloration a été validée dans 6 espécegadtitigs : bovin, porcin, ovin, lapin, souris et
homme (Garner et Johnson, 199Bh comparaison a la coloration a I'’éosine-nigrosine
SYBR-14/PI est une méthode beaucoup plus sensiblaigpermet de mettre en évidence

des dommages membranaires subitils.

4.2.2.3 Réaction acrosomique

La réaction acrosomique est un pré-requis esseubigl la pénétration de I'ovocyte par le

spermatozoide. La fusion de la membrane plasmaéigee la membrane acrosomiale externe
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permet la libération du contenu enzymatique ded'sm@me et par conséquent la pénétration

de la zone pellucide.

Une réaction acrosomique trop précoce (réactioosacnique spontanée) ne permet pas au
spermatozoide de se fixer a la zone pelluckleontraria un spermatozoide n’ayant pas
effectué sa réaction acrosomique ne peut pas fusiomvec l'ovocyte. La réaction
acrosomique est induitan vivo par plusieurs molécules, notamment par la progmsté
sécrétée par les cellules du cumulus oophorus.idisoh du spermatozoide a la ZP3 va
également activer des récepteurs intraspermatigueteclencher des voies enzymatiques

impliquées dans la réaction acrosomique (Patrat.,2000).

Pour évaluer la qualité du sperme le test le pkrsiment consiste a déclencher la réaction
acrosomique et a estimer la proportion de sperro@es vivants qui sont capables
d’effectuer ce processus. La réaction acrosomigse g&néralement déclenchée par
I'incubation avec un ionophore calcium (A23187)etla progestérone. Le statut acrosomial
peut-étre évalué a l'aide de colorations non flaoceates telles que I'éosine-nigrosine, le
giemsa, la triple coloration bleu de trypan/ marfmemark/ rose bengale ou encore le
Spermac®. Cependant, récemment, plusieurs marqgtlaarescents du statut acrosmial ont
été validés (Cross et Meizel, 1989).

Le statut acrosomial est majoritairement évaluéaild de lectines liees la fluorescéine
isothyocyanate (FITC) par exemple, la « Peanut éggh » (FITC-PNA) ou la « Pisum
Sativum Agglutinin » (FITC-PSA). Ces lectines snti de facon spécifigue a des composés
glycosylés de la membrane acrosomiale externe.’aBrokome est intact, cette liaison
engendre une fluorescence trés nette de la régims@mniale alors qu’'aucune fluorescence
(ou éventuellement une fluorescence du segmentt@iplp n'apparait en cas d’acrosome

endommagé ou ayant réagi (Chegl, 1996).

D’autres techniques comme [limmunofluorescence reale au moyen d’anticorps
polyclonaux ou monoclonaux ainsi que la colorat@ola chlortétracycline (antibiotique aux
propriétés fluorescentes) peuvent également étimdes pour évaluer le statut acrosomial.

Le pourcentage de cellules présentant un acrosometact et la capacité d’effectuer la

réaction acrosomiale aprés induction sont considésé comme des paramétres
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fonctionnels importants chez de nombreux mammiféres L’évaluation du statut
acrosomiqgue pourrait étre complémentaire des méthasbs classiques d’analyse de la
qualité du sperme cependant ce test fonctionnel rse pour le moment pas employé en

routine.

4.2.2.4 Capacitation

La capacitation correspond a I'ensemble des madifins intra-cellulaires et membranaires
que doit subir le spermatozoide avant d’étre capebl féconder I'ovocyte. La capacitation
fait en autres intervenir des modifications memhbias avec des réorganisations de
phospholipides et redistribution du cholestérols de&arrangements des protéines de
membrane, des phosphorylations de protéines AMRErtlantes et des modifications
ioniques importantes (augmentation des concentiém C& notamment). Elle a lieu dans
les voies génitales femelles. Les conséquencesa dagacitation sont I'hyperactivation du
mouvement, I'exposition de récepteurs spermatigueszone pellucide, I'aptitude a effectuer

la réaction acrosomique et la capacité a fusioamec la membrane ovocytaire.

Par conséquent, la capacitation peut étre évalageapalyse assistée par ordinateur du
mouvement du spermatozoide, une hyperactivité f@gigue la capacitation a eu lieu.

L’induction de la réaction acrosomiale, le testfotation a la zone pellucide et le test de
pénétration d’'ovocytes de hamster dépellucidés greuégalement mettre en évidence,

indirectement, les spermatozoides capacités (Ripse 2005).

La Chlortétracycline (CTC), un antibiotique fluoceat permet d’évaluer le statut capacité ou
non capacité du spermatozoide ainsi que la réaattarsomiale. En traversant la membrane
plasmique, la chlortétracycline se lie aux ion§'@iares, le complexe G&/ CTC ainsi formé

est fluorescent. Plus la fluorescence est intgplsis, la membrane est désorganisée. Il a été
démontré chez plusieurs mammiferes que trois ptpotade spermatozoides peuvent étre
isolées : les spermatozoides non capacités etmt'apas effectué la réaction acrosomique
(« F »), les spermatozoides capacités et n'ayanefiactué la réaction acrosomique (« B »)
et enfin les spermatozoides capacités et ayantteffda reaction acrosomique (« AR »)
(Collin et al.,2000 ; Guériret al,, 1999).
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L'interprétation de ces tests dans un contexte cliqgue est actuellement peu maitrisée.
Par conséquent, la capacitation n’est pas un critér pris en compte couramment dans

I'analyse de la semence.

4.2.2.5 Etat de condensation de la chromatine

La chromatine du spermatozoide posséde une stuctoimpacte hautement organisée
composeée d’ADN et de nucléoprotéines. La naturelulde et condensée de cette chromatine
protége l'intégrité génétique de la cellule pendantansport dans les voies génitales males et
femelles. La condensation du matériel génétiquenperussi de reprogrammer le génome
paternel et de mettre en place les génes qui destexprimer au cours des premieres étapes
du développement embryonnaire. C’est pourquoi, st aujourd’hui reconnu que la
condensation de la chromatine du spermatozoidesseshtielle pour la pleine expression de la
fertilité (Braun, 2001).

Des tests d’évaluation de la structure de la chtiomant été mis au point (Sperm Chromatin
Structure Assay = SCSA). Il s’agit d’'une méthodecgmmeétrie de flux qui mesure le degré

de dénaturation de I’'ADN et évalue ainsi de facbjective l'intégrité de la chromatine. Cette

technique est basée sur I'hypothése selon laqu@llehromatine endommagée est plus
sensible & la dénaturation. Dans un premier terdgssspermatozoides sont soumis a un
traitement acide capable de dénaturer I'ADN sineomatine est endommagée. La coloration
a l'acridine orange (qui s’intercale dans I’ADN mbduit une réaction fluorescente) permet

de mettre en évidence le degré de décondensatianctieomatine.
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Figure 18 : Test a I'acridine orange appliqué a despermatozoides de taureau (Martingt al., 2007).

A. Spermatozoides dont la chromatine est intacleré€s en vert.
B. Spermatozoides dont la chromatine est endommagkeeés en rouge.

Les spermatozoides dont la chromatine est intgmparaissent verts car I'acridine orange
intégrée a 'ADN double brin émet une fluorescemegte. Les spermatozoides dont la
chromatine est endommagée apparaissent rougeacadihe orange liée a I'ADN simple

brin émet dans le rouge.

Chez de nombreuses espéces de mammiféres, notarneznte taureau, il a été démontré
que les altérations de la chromatine étaient négyatnt corrélées a la fertilité (Ballachey,
1987). Chez 'homme le taux de chromatine altésdesignificativement plus élevé chez les

sujets infertiles que chez les sujets témoins Gtard 989).

L’hétérogénéité de la chromatine est corrélée a lIdertilité et pourrait étre un

complément intéressant de I'examen microscopique dwsperme. Au CECOS de
Toulouse, les seuls tests fonctionnels utilisés sdes tests d’évaluation d’'intégrité de la
chromatine. Le test TUNEL est utilisé pour détecter la fragtaéon de I'’ADN et le Sperm

89



Chromatin Structure Assay pour I'étude de la chriimea Ces tests sont avant tout utilisés en
cas de fausses couches a répétition, de stéritiégpliquées et d’échec lors de tentatives de

Procréation Médicalement Assistée.

4.2.3 Test hypoosmotique

L'intégrité membranaire est indispensable a la fidation car la membrane plasmique
intervient dans la capacitation, la réaction aamigoe et I'attachement des gametes
(Jeyendran, 1984). L'une des propriétés de la mangbiplasmatique est sa capacité a
transporter des molécules de facon sélective. Daasonditions hypoosmotiques, la cellule
va permettre I'entrée de molécules d’eau a tragaramembrane plasmique dans le but
d’équilibrer les concentrations intra et extradgglire. Ce flux d'eau entraine une

augmentation du volume intra-cellulaire. Ce phénmengst particulierement visible au niveau
de la queue des spermatozoides (Jeyendran, 1984gst hypoosmotique vise a mettre en
évidence les propriétés physiques de la membrasenidue.

Pour réaliser ce test, la semence est mélangée solution hypotonique dont la composition
et 'osmolarité sont déterminées pour chaque espécenélange est incubé a 37°C, puis les
spermatozoides sont observés au microscope a stentia phase. Les spermatozoides dont la
membrane est integre se déforment. Ces spermaészeddreconnaissent a leur flagelle qui se
recourbe ou s’enroule. Selon la forme qu'ils premnés sont classés en sept catégories de

«a»a«g» (Figure 19).

90



Figure 19 : Modifications morphologiques des sperntazoides soumis au test hypoosmotique. (D’aprés

Jeyendran, 1984).

Spermatozoide n'ayant Spermatozoides ayant réagi au
pas réagi au test

Les études sur la réponse au test hypoosmotiquea etelation avec la fertilité sont
divergentes. Il existe une corrélation entre laonige au test hypoosmotique et la fécondation
in vitro chez 'homme (Van Der Ven dl.,, 1986) cependant aucune corrélation n’'est
clairement établie avec le test de pénétratiormdmhe pellucide (Rogers et Parker, 1991). La
relation entre le test hypoosmotique et la fécandan vivo reste a démontrer. Une meilleure
connaissance des conditions de réalisation de ste(ésmolarité, temps d’incubation et
température) est nécessaire avant que ce test simotique ne soit utilisable en routine (Van
Der Ven etfal., 1986 ; Bacinoglu et al., 2008).

Le test hypoosmotique est un test rapide et simplé réaliser. Cependant, les
controverses concernant l'interprétation de ce testainsi que sa relation avec les
parameétres classiqguement évalués et avec la ferdli n'ont pas favorisé son
développement. Des recherches sont encore nécessaiafin d’optimiser les conditions
permettant d’évaluer la perméabilité membranaire etd’approfondir la connaissance des

parametres évalués par ce test.
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4.2.4 Test d’interaction spermatozoide-ovocyte

4.2.4.1 Test de liaison a la zone pellucide

La fixation du spermatozoide a la zone pellucideueg étape cruciale dans la fécondation
(Topfer-Peterseet al, 2000). C’est pourquoi, I'évaluation de la capacies spermatozoides
a se lier a la zone pellucide peut constituer uticateur du potentiel de fertilité du
spermatozoide. Cette étape fait intervenir uneraoteon de type ligand-récepteur entre le
spermatozoide et la zone pellucide et les tesi@aden des spermatozoides a la membrane
pellucide pourraient permettre de détecter des dages)au niveau moléculaire (Lat al,
2004).

La capacité de liaison a la zone pellucide peet &mluée par deux types de tests :

- le premier utilise des ovocytes intacts homolog(&sest-a-dire provenant d'une
femelle de méme espéce que le male), il s’agitedtide fixation a la zone pellucide
(Zona Binding Assay = ZBA).

- Le second utilise des ovocytes homologues sectgandleux parties, il s'agit du test
des demi-zones pellucides (ou Hemi Zona Assay = HZA

Ces tests nécessitent une grande disponibilitéodiyges. Dans I'espece bovine, les ovocytes
peuvent étre récupérés a I'abattoir, alors que dlaspéce canine, ils sont le plus souvent
récupérés suite a des ovariectomies ou autopshez [homme, les ovocytes destinés a la
fécondationin vitro mais n’ayant pas été fécondés, des ovocytes glsur des ovaires
aprés ovariectomie goost mortenpeuvent étre utilisés pour ces tests. Ces ovopgesgent
étre conservés pendant plusieurs semaines dans sdesions salines concentrées
(Yanagimachet al.,1989).

Pour le test ZBA, les ovocytes entiers sont incudnésc les spermatozoides d’un individu
« test » et d’'un individu « controle ». Les spewzaides «tests » et les spermatozoides
« contrble » sont marqués par des fluorochromesodéeur différente. Les spermatozoides
fixés a la zone pellucide sont comptés en micrascagontraste de phase ou en microscopie
a fluorescence (Braundmeiet al., 2002). Ce test requiert un grand nombre d’ovocytes

(Mayenco-Aguirre et Pérez-Cortés, 1998) en raisggsvariations liées a I'ovocyte.

Ces variations peuvent étre en partie compenséedepi@st des demi-zones pellucides,

pratiqgué sur des ovocytes bisséqués par micromiatigmu Chaque partie de I'ovocyte est
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incubée séparément soit avec le sperme a testexvaai le sperme d’un individu « contrdle »
dont la fertilité est avérée. Cette technique pérdietiliser moins d’ovocytes, mais elle

requiert du temps et une grande technicité de taipar (Liuet al, 2004).

Des études mettent en évidence une corrélatioe éntest « Hemi-Zona Assay » (HZA) et
les taux de succes de la fécondafiowitro chez 'lhomme (Frankeet al, 1993 ; Oehninger
et al, 1997) et chez le chien (Mayenco-Aguirre et P&ertés, 1998). Cependant dans
I'espece bovine, les résultats sont controversaselFet al (1997) ont mis en évidence une
corrélation significative entre les tests HZA e taux de retour en chaleur a 56 jours alors
gu’une autre étude n’a pas observé de relatior éatiaison a la zone pellucide et la fertilité
des taureaux (Braundmeietral.,2002).

4.2.4.2 Test de pénétration de I'ovocyte et test de fécontil@an in vitro

Le test de fécondatiorin vitro permet une évaluation globale de [I'aptitude d'un
spermatozoide a féconder un ovocyte, de la fixalidfovocyte, sa pénétration, jusqu’au
développement d’embryon. Le taux d’ovocytes péséf@mmprenant le taux d’ovocytes
fécondés qui nont été pénétrés que par un speroid® et le taux d’ovocytes

polyspermiques), le taux de clivage des ovocytetugaux de développement embryonnaire

aprées 7 jours de culture peuvent étre mesurés.

Chez I'nomme, il est difficile de différencier laxétion a la membrane pellucide et la
pénétration de la membrane pellucide en raisoradehsparence de la zone pellucide. Une

nouvelle technique a été mise au point pour évaleie etape (Figure 20).
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Figure 20 : Technique de suppression des spermatddes liés a la zone pellucide (d'apres Liu et aR004)

Spermatozoides
liéz 4 la zome

51‘211:\3:0“21::&1: Spermatozoides
Aranrpeneh détachés de la
zone pellucide

Les ovocytes préalablement mis en contact avecspesnatozoides sont aspirés avec une

zone pellucide

pipette de diametre légerement inférieur a celuiamcyte. Ainsi, seuls les spermatozoides
ayant pénétré dans l'ovocyte restent ancrés dahs-aie alors que les spermatozoides
simplement liés a la zone pellucide sont détacképufe 20). Cette méthode est précise et

efficace pour évaluer la pénétration des spermédesdLiuet al.,2004).

Dans l'espéce canine, la fécondatiom vitro n’est pas maitrisée (Rijsselaere, 2005).
Cependant la particularité spécifigue est que lesrmsatozoides canins capacités sont
capables de pénétrer des ovocytes immatures. Leosoapie a fluorescence permet de
détecter 98% des spermatozoides ayant pénétrécymvoHewittet al, 2001). La technique
de pénétration de I'ovocyte est reproductible aréée a la mobilité (Rijsselaere, 2005).
Cette méthode a été validée pour évaluer I'aptitudbe congélation du sperme dans I'espéce

canine.

Chez le taureau, les taux de fécondatiowitro sont corrélés a la fertilité vivo évaluée par
les taux de non-retour dans I'étude de Marquantieenneet al. (1990). L'étude de
Shamsuddin et Larsson (1993) confirme la relatimneda fertilité estimée par I'lnsémination
Artificielle et la premiére division cellulaire s@nt la fécondatiorin vitro. Cependant,
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d’autres études (Schneidet al., 1999) montrent que le taux de division cellulagrées
fécondationin vitro n’a aucune valeur prédictive de la fertilité vivo. En outre, I'individu
constitue une source de variation considérable dantaux d’ovocytes fécondés et le
développement embryonnaire (Shamsuddin et Lard€998). Le test de fécondatiam vitro
semble étre une piste intéressante pour prédfegtiité in vivo, cependant, la standardisation
et la validation des protocoles est nécessairetauance test soit applicable en routine dans

I'espece bovine.

Les tests de fécondatian vitro homologues (ovocyte et sperme appartenant a desdas

de méme espéce) ne sont pas toujours évidentdigeréan raison de la faible disponibilité

d’'ovocytes. C’est pour cette raison que le testpdeétration d’ovocytes d’hamster doré
dépellucidés a été développé en 1976 (Yamagineichi, 1976). Ces ovocytes dépellucidés
peuvent étre pénétrés par des spermatozoidesmdpante quelle espéce pourvu que ceux-Ci
aient subi la capacitation et soient capables ebtdier la réaction acrosomique (Wolf et
Sokoloski, 1982). De nombreux procédés de préperatiu sperme et d’incubation des
spermatozoides avec les ovocytes ont eté développddtérature est divergente quant a la
valeur prédictive de ce test de fécondation hé&éue (ESHRE, 1996).

En définitive, les tests d’interaction entre sperm#zoides et ovocyte sont prometteurs,
cependant, ils sont trés colteux et trés dépendantes compétences de l'opérateur. De
nombreux protocoles ont été développés pour I'ensdabe de ces tests et les résultats
dépendent des conditions de I'expérience. Une stamdisation des procédures est

nécessaire afin de valider les résultats obtenuselplus, la faible disponibilité d’ovocytes

limite le développement de ces techniques en rouéin

4.2.5 Conclusion

Les tests fonctionnels qui semblent les plus appdibles sur le terrain sont les tests
d’évaluation de I'état de condensation de la chrontme. L'’ensemble des marqueurs
fluorescents constitue une perspective intéressantaais les codts liés a I'utilisation de la
cytométrie de flux limitent leur développement. Lestests d’interactions ovocyte-
spermatozoides nécessitent validation et standarditon avant d’étre applicables sur le

terrain.
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CONCLUSION

Actuellement, on constate une grande similituderdéthodes d’évaluation de la qualité de la
semence chez le taureau, le chien et 'homme etdffawlution des techniques employées
depuis plus de 50 ans. L'examen de la motilité sfEgmatozoides est le test fonctionnel le

plus répandu chez les trois especes considérées.

Chez 'nomme, I'examen du sperme est réalisé dasstiuctures hospitalieres, bien souvent
dans un contexte pathologique. Les enjeux médisank importants et il convient d’adapter
I'examen du sperme au contexte clinique. Les r@tiesr et les avancées technologiques sont
nombreuses, certains tests fonctionnels tels gueekds d’évaluation de la structure de la
chromatine sont utilisés sur le terrain. La littara débat de leur intérét en clinique bien
qu'ils permettent d’approfondir la physiopathologie I'infertilité. Les spécialistes (ESHRE,
1996) s’accordent pour dire que I'ensemble dess témtctionnels nécessite validation et

standardisation avant de pouvoir étre utilisésoerime.

Chez les animaux de rente, les avancées technokmgpnt dépendantes de la bonne santé
économique de la filiere. Différents enjeux émetgeamjourd’hui dans la filiere de
I'insémination artificielle bovine, il s’agit notament de 'amélioration de la fertilité femelle
et de la sélection assistée par marqueur. La relobesn andrologie est aujourd’hui tournée
vers la détermination de marqueurs corrélés denfaigmificative a la fertilité. Les recherches
appliquées a la filiere de I'lA bovine n’ont pasrpé pour le moment didentifier de
marqueur fiable car les parametres étudiés nemamsuffisamment corrélés a la fertilite
vivo. Néanmoins, la mise en place de la tracabilité pflettes de semence congelée
constitue une avancée considérable qui pourrait alimportantes conséquences a court ou

moyen terme.

Dans I'espéce canine, 'examen de la semence adhes des structures universitaires qui

tentent de développer I'activité, mais le marchérestreint. Les enjeux dans I'espéce canine
concernent essentiellement 'amélioration de l&liierchez la femelle, la maitrise des cycles

et de la fécondation in vitro. Cette filiere poutr@pendant bénéficier a I'avenir des avancées
technologiques développées chez les autres espéces.
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RESUME :

L’évaluation de la qualité du sperme est indispensable pour son utilisation
en insémination artificielle et dans les techniques de procréation
médicalement assistée.

Les enjeux et les finalités de 'examen de la semence sont fondamentalement
différents dans les espéces bovine, canine et humaine.

Cette étude décrit et compare les méthodes d’évaluation de la qualité du
sperme utilisées en pratique dans des centres spécialisés en France et les
critéeres de conservation et d’é¢limination de la semence. Enfin, ce travail
évalue les limites de ces méthodes et envisage de facon prospective les
avanceées technologiques, notamment la cytométrie de flux.
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ABSTRACT :

Semen quality assessment is necessary in Artificial Insemination and
Assisted Reproductive Technologies. Objectives and stakes of semen
examination are basically different in bovine, canine and human species.
This study describes the different methods of semen quality assessment in
laboratories considered as references in France for the 3 species. This study
establishes the similarities and differences in evaluation of semen quality in
the different species and compares the criteria for conservation or
elimination of an ejaculate in the artificial insemination business. Lastly,
this thesis discusses the limits of conventional methods and evocates the
technical improvements that could be developed in the future.
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