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GLOSSAIRE

Biotechnologie : application de la science et de la technologie aux organismes vivants et a
d’autres matériaux vivants ou non vivants pour la production de savoir, de biens, de services.

Contraction isométrique : les dimensions des fibres restent inchangées pendant la
contraction.

Epistatique : caractére de dominance d’un gene sur d’autres non alléles.
Hypogonadisme : sécrétion anormalement faible d’hormone par les gonades.

Medisatinum testis : prolongement épaissi de la tunique albuginée, formant un septum dans
le testicule.

Peigne pubien : partie du pubis située médialement.
Stratum spongiosum : couche médiane de I'endometre.

Utricule prostatique : organe piriforme situé sur la ligne médiane entre les deux canaux
déférents, a la face urétrale de la prostate.
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INTRODUCTION

Certaines biotechnologies commencent a se développer dans I'espéce féline, notamment la
reproduction assistée.

En effet, les propriétaires de males de haute valeur génétique ou affective sont de plus en
plus demandeurs de la conservation du potentiel reproducteur de leur animal. On connait
les bénéfices de la castration: elle permet de lutter contre la surpopulation animale a
I'origine de nombreux abondons et euthanasies. De plus, elle augmente la longévité du chat
d’extérieur en modifiant son comportement territorial. Il est plus sédentaire et se bat moins,
ce qui limite le nombre d’accidents de la voie publique, d’abces et de plaies de morsure,
ainsi que la transmission de certaines maladies. Cependant, il est certain qu’elle annihile
I'espoir d’obtenir un jour une descendance. Dans cette optique, la congélation de la
semence avant stérilisation apparalt une alternative a explorer. Du moins, serait-il
appréciable, en tant que praticien vétérinaire, d’étre 3 méme de la proposer.

De plus, les éleveurs de chats peuvent rencontrer quelques difficultés a conserver certains
individus males entiers au sein de leur élevage. Les males non castrés peuvent en effet
développer une agressivité envers leurs congénéres males et/ou femelles, ainsi qu’un
comportement territorial exacerbé par la forte densité de population souvent présente au
sein de I'élevage. Une banque de sperme a I'image de celles disponibles dans les espéces
bovine et canine, pourrait étre une solution confortable, plus sécurisée du point de vue
sanitaire et, a terme, moins co(teuse que les saillies naturelles.

En outre, il apparait que le chat domestique (Felis catus) représente une grande source
d’informations et un modéle trés utile a la sauvegarde des grands félins sauvages. En effet, la
plupart des 37 especes de félins sont menacées d’extinction. On peut penser qu’une
meilleure connaissance des techniques de reproduction artificielle chez le chat donnera lieu
a des applications bénéfiques quant a leur préservation. Plus précisément, la congélation de
semence a grande échelle permettrait de créer une banque de sperme féline, véritable
banque génétique a disposition, s’affranchissant des contraintes d’éloignement
géographique, de pénurie de temps et d’individus. C'est pourquoi il nous apparait judicieux
d’étudier les techniques de reproduction artificielle chez le chat domestique, afin d’en faire
un modele.

Face a ces constats, il nous a semblé utile de réunir en un méme travail toutes les données
bibliographiques disponibles sur ce sujet et de tenter nous-mémes de congeler des éjaculats
félins. Ceci est I'objectif de notre travail. Aussi, nous développerons, apres un bref rappel
anatomo-physiologique de la reproduction du chat male, les différentes techniques de
récolte de la semence et les protocoles qui ont fait leurs preuves.

Nous mettrons I'accent sur les caractéristiques de la semence de chat. Celles-ci nous sont
révélées par le spermogramme en routine, mais également par une batterie de tests plus
complexes et moins disponibles, mais souvent plus utiles.

En dernier lieu, notre travail expérimental consistera en I'établissement d’un protocole de
congélation adapté a la semence de chat et a ses caractéristiques bien particulieres : choix
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d’un diluant, procédés d’amélioration de la qualité de la semence, concentration nécessaire
a 'insémination artificielle...

Enfin, nous discuterons de I'adaptabilité de ce protocole a la pratique vétérinaire courante et
des améliorations qui pourraient lui étre apportées.
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Premieére partie:

Contexte bibliographique actuel
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I. Rappels d’anatomie _de l'appareil génital maile et de physiologie de la

reproduction chez le chat

I. 1 Rappels anatomiques

Nous verrons dans ce chapitre les bases anatomiques de I'appareil reproducteur du chat.
Seront détaillées les différentes structures, quelles soient glandulaires musculaires ou
conjonctives. Nous détaillerons également l'innervation et la modulation neurochimique
impliquées dans I'érection et I’éjaculation. Ces deux derniers mécanismes restent cependant
en cours d’exploration.

L'anatomie de I'appareil génital male est rappelée dans les figures 2 et 3.

.1.1 L’appareil génital externe : Le scrotum et les testicules [119]

Le scrotum est situé en région périnéale haute, juste sous I'anus. Il est moins saillant et il est
placé plus dorsalement et plus caudalement que chez le chien. Sa pilosité se confond avec
celle des régions environnantes.

Les testicules sont ramassés et globuleux (longueur 1,2 a 2,0 cm et largeur 0,7 a 1,7 cm).
Leur grand axe s’oriente ventralement et cranialement. Chaque testicule est completement
isolé et pese 1,3g en moyenne. Son mediastinum testis est rectiligne, alors qu’il est incurvé
en arc de cercle chez le chien. Sous le tégument scrotal se trouvent les fascias spermatiques,
externe et interne, puis la tunique vaginale et enfin la tunique albuginée qui enveloppe le
testicule et I'épididyme. Les testicules sont descendus a la naissance, mais peuvent monter
et descendre le long de canal inguinal jusque vers 10 a 14 semaines.

L’épididyme est cranio-médial au testicule auquel il adhere fortement. Il est fixé a la paroi
scrotale par le ligament de la queue de I'épididyme. Il est peu volumineux et pese en
moyenne 0,2g. La paroi du conduit déférent est totalement dépourvue d’ampoule et de
glandes. Le canal déférent, trés contourné longe le testicule en direction craniale et pénetre
dans le cordon spermatique. Le muscle crémaster est gréle et le cordon spermatique
horizontal est beaucoup plus long que chez le chien. La vésicule séminale fait défaut comme
dans I'espece canine, et I'utricule prostatique manque habituellement.

La structure anatomique des testicules est rappelée dans la figure 1.
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Figure 1 : Testicule et épididyme gauches de chat (d’aprés Barone [9])
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.1.2 Le pénis [60,119]

L'os pénien est long d’un demi-centimétre a peine (3 a 4 mm). Il est rudimentaire et se
présente sous la forme d’un long cone effilé distalement. Il s’ossifie tardivement. Inconstant,
on ne I'observe généralement que chez les sujets agés. Le pénis est court (8 a 10mm),
cylindroide et dirigé caudalement, sa face urétrale en situation dorsale. Lors de |'érection, il
se redresse, mais se dirige plutot en direction ventrale que craniale. Il est constitué de trois
corps érectiles. Le corps caverneux joue toutefois le réle le plus important dans le
mécanisme de |’érection. Son albuginée (tunica albuginea corporum cavernosorum) est
renforcée dans sa partie craniale, faisant courber I'organe cranialement lors de I’érection. Le
gland est court et conique, relié ventralement au pénis par le frein. Il est recouvert d’un
prépuce. Sa surface est hérissée chez I'adulte de fortes papilles (100 a 200) a I'épithélium
épais et kératinisé et dont la pointe est dirigée vers la base. Ces papilles manquent parfois au
niveau de I'apex et pres du raphé du pénis, lequel est beaucoup plus net que chez le chien.
Leur apparition est androgeno-dépendante et elles régressent a la castration. Lors du coit,
ces papilles se redressent dans le vagin.

Le prépuce est bref, conique et libre. Il est situé juste sous le scrotum et entourant le pénis.
Sa paroi est épaisse et son ostium ouvert en direction caudale. La peau de sa surface est
recouverte de poils rudes et courts.

On précisera cependant que le pénis n’est externé que lors de |'érection, contrairement a sa
position de repos qui est interne.

1.1.3 L'urétre et les glandes annexes [60,119]

Une coupe transversale réalisée a la base du pénis met en évidence l'uretre entouré du
corps spongieux du pénis, puis, de part et d’autre, de deux muscles bulbo-spongieux, et
enfin de deux corps caverneux séparés par un septum. Au niveau du gland on observe les
corps spongieux du gland qui entourent l'uréetre et I'os pénien. Le chat se distingue de la
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plupart des autres mammiferes par la simplicité de son appareil génital, notamment par
I’absence de vésicule séminale, d’ampoule et de glande sur ses conduits déférents.

.1.3.i L'uréetre

L'urétre du chat contourne I'arcade ischiatique. Il est court dans sa partie spongieuse. La
partie pelvienne est par contre relativement longue (5cm) et dépourvue de stratum
spongiosum. La vessie se prolonge par un col cylindrique, trés étiré, mesurant 2 a 3
centimetres. La limite histologique entre le col et I'urétre prostatique se trouve juste en
avant de la prostate (l'urétre se reconnait a la présence de muscles striés). Les canaux
déférents viennent s’aboucher, dorsalement a l'urétre et en dessous de la prostate. La partie
pelvienne de l'uretre se prolonge dans le corps du pénis, a partir des glandes bulbo-
urétrales, par sa partie spongieuse. Le bulbe du pénis est bien développé, et en raison de
I'orientation de I'organe (Figure 3), le corps spongieux est situé a la face dorso-caudale du
pénis.

.1.3.ii La prostate

La prostate est relativement peu volumineuse (son corps est long de 1 cm environ). Elle est
nettement bilobée, n’entoure pas complétement l'uretre et laisse libre sa face ventrale. La
glande est située au niveau du peigne pubien (pecten pubis) et se retrouve relativement
éloignée de la vessie (vesica urinaria). La partie disséminée est limitée a la face dorsale de
I'urétre membranacé. La partie compacte (pars compacta) se présente sous forme de deux
lobes allongés (5 mm sur 2 mm), séparés par un léger sillon médian, et n’entourant pas
complétement l'uretre. On peut, par ailleurs, observer des lobules glandulaires de type
prostatique (pars disseminata) disséminés dans le tissu conjonctif péri-urétral, compris entre
le col de la vessie et les glandes bulbo-urétrales. Dans sa partie compacte, la prostate est
constituée de lobules, regroupés en lobes, entourés d’un épais tissu conjonctif. Les canaux
lobulaires s’unissent pour former des canaux lobaires qui s’ouvrent, individuellement, au
niveau de l'urétre.

1.1.3.iii_Les glandes bulbo-urétrales

Au niveau de l'arcade ischiale, le chat possede une paire de glandes bulbo-urétrales
(glandula bulbourethralis) écrasées dorso-ventralement et entourées d’une mince couche
musculaire (le muscle bulbo-urétral). Chacune d’elles est sphéroide, d’un diametre de 5a 6
mm et reliée a I'autre par un tissu conjonctif. Elles possedent un seul conduit excréteur court
(ductus gl. Bulbourthralis), qui débouche au plafond de la partie membranacée sous un petit
repli de la muqueuse. Elles fournissent une partie, prépondérante en volume, du plasma
séminal. De méme que la prostate, ces glandes sont de type tubulo-alvéolaire et secretent
des mucopolysaccharides.

Les corps caverneux sont distincts, courts et riches en tissu érectile. lls se prolongent dans le
gland par I'os pénien. Les muscles ischio-caverneux sont plus larges et plus courts en
proportion que chez le chien.
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Figure 2: I'appareil génital du chat male d’apres Getty [33]
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Figure 3: le pénis du chat, vue dorso-latérale d’aprés Getty [33]

1- Urétre ; 2- Corps spongieux ; 3- Os pénien ; 3’- Corps caverneux du pénis ; 4-
Papilles cornées ; 5- corps spongieux du gland ; 6- Vaisseaux dorsaux ; 7- muscles
ischio-caverneux ; 8- Muscles bulbo-caverneux.

A, B et C sont les sites des coupes transversales.
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I.1.4 Neuro-anatomie [60,99,119]

L'appareil génital méale recoit une innervation de plusieurs origines (Figure 4) :

e Des fibres orthosympathiques, issues de la chaine sympathique thoraco-lombaire et

des plexus abdominaux qui s’anastomosent pour constituer le nerf hypogastrique ;
Des fibres parasympathiques issues de racines médullaires sacrées S1, S2 et S3 qui
constituent le nervus erigens qui rejoint ensuite le nerf hypogastrique pour former le
plexus hypogastrique.

Des fibres somatiques, issues de S1 et S2 qui forment le nerf honteux interne,
innervant les fibres musculaires striées (muscle bulbo-caverneux, muscle ischio-
caverneux et musculature périnéale).

Au niveau périphérique, les filets nerveux se rejoignent pour suivre les mémes trajets et ne
sont pas individualisables. Le plexus hypogastrique présente autour des organes génito-
urinaires trois regroupements: un groupe cranial qui innerve la vessie et le début de
I"'uretre, un groupe moyen ou prostatique dont les nerfs viennent entourer la prostate et un
groupe caudal avec des trajets vers le pénis et le rectum. Une des branches rectales
s’anastomose au nerf honteux interne.

Figure 4: innervation de I'appareil génital male. Points de stimulations et résultats (d’aprés Semans et Langworthy [99])
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1.2 Physiologie de la reproduction chez le chat male

Nous détaillerons ici la carriere de reproduction du chat male. La saisonnalité et le
comportement lors de I'accouplement retiendront plus particulierement notre attention. En
effet, ces aspects de la physiologie de la reproduction peuvent avoir une forte incidence lors
du prélévement de la semence. De plus, les évenements se produisant au sein de la semence
apres le coit, devront étre reproduit a l'identique dans une démarche de reproduction
assistée.

.2.1 Puberté

1.2.1.i Définition

La puberté (du latin puber, de pubis, provenant lui-méme de pubes, poils) est la période de
la vie marquée par le début de l'activité des gonades et la manifestation de certains
caracteres sexuels secondaires. C'est le moment ou se réalise la maturité sexuelle. « La
puberté n’est ni un évenement ni méme un avenement : I’échéance de la maturité sexuelle
n’est que la conclusion d’'une maturation sexuelle commencée depuis longtemps et qui s’est
développée sur toute une période de la vie. C'est donc une étape ; étape clé au cours de
laquelle est réalisée dans tout lI'organisme une métamorphose a nulle autre pareille »
(LAPLANE (1971), cité par Vuillermoz [119]).

L'animal est dit pubere lorsqu’il atteint I’dge de la puberté. Dans le cas contraire, il est
impubére.

I.2.1.ii Mécanisme de la puberté [60,118,119

« Le facteur essentiel du déclenchement de la puberté est la mise en route du gonostat
hypothalamo-hypophysaire qui sécrete alors des quantités importantes d’hormones
gonadotropes » [118].

Aprés la naissance, se produit une lente maturation de I’hypothalamus qui devient
fonctionnel au moment de la puberté. Cette maturation serait due a des facteurs génétiques
modulés par I'environnement.

A cette époque, les sécrétions cortico-surrénaliennes d’androgenes et d’cestrogenes
débutent.

Les noyaux sécrétoires de I’hypothalamus sécrétent des quantités progressivement
croissantes d’hormones hypothalamiques qui provoquent une maturation des cellules
gonadotropes de I'antéhypophyse. Ces cellules élaborent a leur tour des taux croissants de
gonadotropines (LH et FSH).

La FSH sensibilise les testicules a I'action de la LH. Sous I'action de la LH, se produit une
maturation des cellules de Leydig. Ces dernieres sécretent de la testostérone a des taux de
plus en plus importants. L'imprégnation de I'organisme par la testostérone provoque le
développement des caractéres sexuels secondaires.
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La testostérone provoque la maturation des cellules de Sertoli et sous I'effet conjugué de la
LH, de la testostérone et de la FSH sécrétées en quantités croissantes, la spermatogénése se
déclenche a son tour.

Le gonostat hypothalamo-hypophysaire fonctionne cycliguement chez la femelle et de facon
continue chez le male (Figure 5).

Les caracteres sexuels tertiaires apparaitront, et les premiers éjaculats (sperme émis lors des
éjaculations) signeront I'installation de la puberté.

Figure 5: Conditionnement neuro-hormonal de la puberté chez le chat [118]
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1.2.1.iii_Age de la puberté [54,119]

En dehors de la mise en route du gonostat hypothalamo-hypophysaire due a des facteurs
génétiques, I'age de la puberté dépend de facteurs tels que le climat, I'hygiene et la
nutrition. Une variation inter-races existe probablement, mais elle n’a pas encore fait I'objet
d’études précises.
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Chez le chat européen, le plus étudié, on sait que la spermatogénese débute vers 5 mois,
mais que les spermatozoides ne sont présents dans les tubes séminiferes qu’a partirde 7a 9
mois. Cela correspond a un poids des deux testicules supérieur a 1g [54]. Le comportement
de reproduction (marquage du territoire, reflexe de prise de peau du cou de la femelle) se
met en place de fagon assez variable : il peut suivre ou précéder de pres la production de
spermatozoides. Mais Beaver cité par Vuillermoz [119] rapporte que, dans certains cas, ce
comportement peut apparaitre beaucoup plus tét, dés 4 mois.

Il existe donc peu de possibilités d’action pour favoriser une puberté précoce. Tout au plus,
peut-on conseiller d’assurer une excellente croissance aux chatons.

.2.2 Saisonnalité [50,54,119]

Les males contrairement aux femelles sont fertiles toute I'année, mais le volume et le
nombre de spermatozoides par éjaculat est 2 a 3 fois plus élevé en jours longs qu’en jours
courts. Ainsi la libido s’atténue pendant les jours décroissants, de septembre a janvier dans
I’hémisphere nord.

De méme, d’aprés Kirkpatrick [54], le poids du tissu testiculaire varie, et est étroitement
corrélé au taux de testostérone circulant (r=0,929 p<ou=0,05) ; ainsi, les chats atteignant
huit mois en juin ont de plus gros testicules (1,21g en moyenne) que ceux atteignant cet age
en décembre ou en mars (0,84g en moyenne). L'activité sexuelle des chats males fluctue
donc bien en fonction de la photopériode, mais elle ne connait pas les mémes interruptions
que celle des femelles.

De plus, Johnstone [50] a constaté qu’en Australie (hémisphere sud), la production du
sperme variait également en fonction de la saison (Tableau 1). Dans son expérience,
I’éclairage artificiel (12 heures de jour, suivies de 12 heures d’obscurité) était complété par
la lumiere naturelle de septembre a mars jusqu’a un maximum de 14 heures de jour. Les
« performances » (concentration et volume des éjaculats) des animaux ont atteint un
maximum entre la fin de I'hiver et le début du printemps, de juillet a septembre. Ceci
coincide a peu prés avec les fluctuations de la testostéronémie, maximale en ao(t pour les
chats de cette aire géographique d’aprés Johnstone et al. (1983) cité par Johnstone [50]. On
peut penser qu’il en est de méme pour I'hémisphére nord, avec des performances
maximales de la fin de I'hiver au début du printemps (influence de la photopériode).

Tableau 1 : Comparaison des caractéristiques de la semence pour deux périodes de I'année d’aprés
Johnstone et al. [50]

Volume (uL)
(Spermatozoides par éjaculat x10°)
Janvier-Juin Juillet-Décembre Janvier-Juin Juillet-décembre
Chat n°1 40,0 (14,2) 65,5 (9,8) 4,2 (0,6) 19,6 (4,9)
Chat n°2 37,3(11,7) 46,3 (15,7) 9,3 (3,5) 21,7 (7,0)
Chat n°3 9,9(2,2) 13,3(3,1)

La différence est significative entre les deux saisons (p<0,05, --- non renseigné).

De son co6té, Kirkpatrick [54] a montré que la masse de tissu testiculaire des chats du
Montana était significativement plus élevée (p<0,05) en juin (1,21 #0,23 g/Kg) qu’en
décembre (0,84 +0,21g/Kg) ou en mars (0,84 +0,15g/Kg). Il a constaté I'existence d’une
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corrélation étroite entre la testostéronémie et la masse testiculaire (r=0,929 et p<0,05). Ces
résultats permettent d’affirmer, avec quasi-certitude, que I'activité sexuelle des chats males
fluctue en fonction de la photopériode.

1.2.3 Carriére de reproduction

Le male se reproduit jusqu’a plus de 14 ans (11-24). On admet toutefois qu’il n’a une activité
sexuelle intense que durant 8 a 10 ans [60]. Un testicule pése en moyenne 1,2g et produit
environ 16 millions de spermatozoides par gramme de testicule et par jour [31].

.2.4 Comportement sexuel du chat male

1.2.4.i Définition [119]

Le comportement est « la maniere d’étre et d’agir d’'un organisme vivant par rapport au
milieu ou il vit». Cest I'ensemble de I'activité externe apparente des organismes,
caractéristique de I'espece considérée. Elle est liée a la constitution anatomo-physiologique,
aux grandes fonctions et aux stimuli externes auxquels I’organisme est soumis.

Le comportement sexuel des mammiferes est fondé sur un « processus d’échange de
signaux spécifiques qui jouent un double rdle, en permettant a un male et a une femelle de
méme espéce de se choisir sans erreur et sans apprentissage; en synchronisant
progressivement leur motricité et leur excitation pour donner en temps voulu, le maximum
de chances statistiques aux gametes males et femelles de se rencontrer ».

Le comportement sexuel présente un certain nombre de caractéres fondamentaux qui se
déroulent généralement ainsi :

e Recherche du partenaire

e Synchronisation comportementale apres échange d’informations sensorielles
(signaux visuels, auditifs, chimiques, tactiles) caractérisée par un comportement de
« cour » (« parade sexuelle ») et excitation mutuelle. L’'ensemble est rigoureusement
lié a I'espece, c'est-a-dire au code génétique ;

e Réflexe sexuel, comportement de copulation ou acte sexuel proprement dit.

1.2.4.ii Recherche mutuelle des partenaires [60,119]

Des signaux caractéristiques, émis par la femelle, donnent une indication de son état de
réceptivité et attirent le male. La femelle n’accepte le male qu’au moment de I'imprégnation
oestrogénique maximale, lors du « rut ». Ainsi, le male détecte les femelles en cestrus par
I'intermédiaire de signaux olfactifs (phéromones) et des miaulements caractéristiques que
ces dernieres émettent.

Ces signaux olfactifs sont constitués de phéromones libérées par I'urine, des sécrétions des
glandes anales ou des glandes de la queue. Ces odeurs seraient reconnues par le systeme
olfactif voméro-nasal ; le chat s’arréte, reléve la téte, puis ouvre la bouche, d’un centimétre
environ. || maintient cette position, immobile, pendant 1 a 5 secondes. C’est la position de
« flehmen ».
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1.2.4.iii _Synchronisation comportementale [30

Le comportement des deux partenaires lors du coit est tout a fait stéréotypé (Figure 6). Les
différentes phases ont été décrites notamment par Feldman et Nelson [30].

Apres que le male ait pris contact avec la femelle en lui flairant le nez puis la région génitale,
que les deux partenaires se soient frottés I'un contre I'autre en émettant quelques cris, la
femelle, si elle est bien en cestrus, adopte une posture de réceptivité : élévation du bassin,
piétinement avec les membres postérieurs, déviation de la queue.

1.2.4.iv_Comportement de copulation [60,119, 35, 30]

Le male chevauche la femelle et la bloque en lui maintenant la peau du cou entre les
machoires. Il arrive que certains males n’exécutent pas la phase dite « de contact » et
passent directement a la phase de chevauchement.

La chatte, en pliant I'extrémité antérieure du corps et en étendant la partie postérieure,
repose a plat sur le sol. Le male exécute des mouvements des lombes qui amenent
finalement le pénis contre la vulve de la femelle jusqu’a ce que celui-ci pénétre dans le vagin.

L'intromission ne dure que 1 a 2 secondes. L’éjaculation survient rapidement apres quelques
mouvements de bassin. Lorsque le méle se retire, la femelle pousse un cri et se dégage
rapidement de son emprise. Elle peut cracher. Rappelons en effet que le gland du chat est
couvert de nombreuses papilles qui se redressent pendant I'accouplement et forment des
petites pointes qui doivent sans doute atténuer la sensation voluptueuse pour la femelle et
méme lui causer des douleurs, ce dont témoignent ses cris.

Une fois dégagée, elle se leche la vulve et roule sur le dos. Cette derniére phase est
importante car elle signifie que la copulation a bien eu lieu et que la stimulation de la paroi
vaginale est effective.

Suit une période réfractaire de 5 a 60 minutes au cours de laquelle la femelle refuse tout
contact avec le male. La chatte peut alors étre assez agressive.

Une phase d’accouplement ne dépasse pas 5 minutes avec un chat expérimenté.

La saillie induit I'ovulation. Néanmoins, des saillies répétées sont nécessaires. Dans les
conditions naturelles (chats errants), une chatte est fréquemment saillie plusieurs fois au
cours d’un méme cestrus. Comme plusieurs males peuvent saillir a la suite une méme
femelle (8 a 12 coits sur une période de 4 heures selon une étude de GLOVER et al. [35], les
foetus d’'une méme portée peuvent provenir de plusieurs peres; on parle de
superfécondation. L’intervalle entre deux copulations qui était court initialement (6 a 12
minutes), s’allonge progressivement (18 a 61 minutes). On note également que la durée de
I'accouplement est plus élevée le quatrieme ou cinquiéme jour de I'cestrus (124,6 +50,3
secondes) que le deuxiéme jour (55,0 £38,6 secondes).
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Figure 6 : Phases comportementales caractéristiques du déroulement normal de la saillie dans I’espéce féline d’aprés
Feldman et Nelson [30]

VAR

A et B : flexion des membres, lordose et déviation de la queue ; C : Le chat maintient Ia
femelle durant I'intromission ; D : Apreés le coit, la femelle se roule, crie et chasse le male.

1.2.4.v_Réflexe ou acte sexuel [60,119]

L'accouplement ou coit comporte différentes phases, a savoir :

L’érection (extériorisation et turgescence pénienne), I'’émission (collection dans l'urétre
postérieur des composants du fluide séminal depuis les canaux déférents et les glandes
annexes) et I'éjaculation proprement dite (expulsion du sperme hors de l'uréetre).

En plus de ces trois phases, il faut prendre en compte la fermeture du col de la vessie,
empéchant I'éjaculation rétrograde.
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L’érection

Elle consiste dans le changement de forme, de consistance, de volume et de dureté de
I'organe copulateur. Ce phénomene est indispensable a I'accomplissement de la fonction
reproductrice.

De flasque qu’il est a I’état normal, le pénis devient rigide par une modification spéciale du
tissu érectile. Le pénis, caché au repos dans le fourreau, s’allonge et se projette hors de cette
gaine; il se présente comme une tige rigide. Le gonflement et le durcissement se
développent insensiblement de la base vers I'extrémité libre du pénis.

L’érection dépend du degré d’emmagasinement du sang sous pression dans les alvéoles du
tissu érectile, provoquant un état de turgescence des corps caverneux et du corps
spongieux.

L’érection constitue un phénomene réflexe habituellement déclenché par des excitations
diverses provoquées par la présence de la femelle et certaines excitations tactiles, visuelles...
etc.

L'innervation sensitive du pénis dépend du nerf honteux. L'innervation parasympathique est
vasodilatatrice ou érectile (nerfs érecteurs d’Eckhardt). L'innervation orthosympathique est
vasoconstrictrice.

Ainsi I’érection se traduit par un double phénomene :

- Un phénomene vasculaire : vasodilatation active et obstacle sur la circulation
veineuse retour ;

- Un phénomene musculaire, correspondant a une contraction de type isométrique et
réalisant vraiment, en raison du caractéere incompressible de leur contenu liquidien,
la rigidité des formations érectiles.

L’émission

L’excrétion des produits élaborés par le testicule, I'épididyme et les glandes annexes dans les
voies spermatiques est un phénomeéne réflexe a point de départ pénien (contact avec les
parois vaginales) et a composante médullaire lombaire (origine des nerfs sympathiques
pelviens).

Les produits sécrétés lors de I'émission s’"accumulent dans l'uretre au dessus du sphincter
strié qui, par son tonus, empéche I'écoulement du sperme. La pression, dans cette portion
de l'urétre, augmente de plus en plus au fur et a mesure de I'excrétion des glandes.

La prostate du chat interviendrait dans la synthese de muco-polysaccharides et de métallo-
enzymes a base de zinc telles que I'anhydrase carbonique, la 5-nucléotidase et les
phosphatases acides et alcalines. En effet, le zinc est présent partout dans le cytoplasme des
cellules prostatiques, mais il se concentre nettement en région luminale. De plus, on
retrouve le zinc dans la lumiere des tubules glandulaires. Il semble donc qu’il y ait un
phénomeéne sécrétoire dépendant du zinc. La prostate serait composée de deux types
cellulaires : le premier sécrétant des muco-polysaccharides et le second des protéines.
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Les glandes bulbo-urétrales, la prostate et I'épithélium urétral en région prostatique
contiennent d’importantes réserves de glycogene. Il semblerait que ces organes sécrétent le
glucose et le fructose, en remplacement des vésicules séminales absentes dans cette espéce.

L’éjaculation

L’éjaculation est I’émission sous pression, saccadée, du sperme. Dans les conditions
physiologiques, le coit entraine, par mécanisme réflexe, I'éjaculation du sperme hors des
voies génitales males.

En effet, a un certain moment du coit, de nouveaux réflexes entrent en jeu: ce sont des
réflexes moteurs, dont les voies centripétes et centrifuges empruntent les nerfs honteux. lls
aboutissent a des contractions saccadées et synchrones de divers muscles du périnée
antérieur : muscle superficiel, muscles ischio-caverneux et muscles bulbo-caverneux.

Sous l'effet des contractions de ces muscles, la forte pression réalisée sur |'uretre dilaté
force le sphincter strié et le sperme s’écoule par saccades. Le sphincter strié participe
probablement a I'expulsion du sperme hors du canal uro-génital en se contractant fortement
entre les phases de relachement.

Il se produit aussi une dilatation de I'urétre pénien au moment de I'écoulement du sperme.

Apres I'expulsion du sperme, et au bout d’un temps variable, le tonus vaso-constricteur
reprend son activité prépondérante: c’est la « détumescence » de la verge. Cette
détumescence se fait en deux phases: I'une est rapide mais incompléte, I'autre est plus
lente (sa durée dépend assez étroitement de la durée de I'érection), et est accompagnée
d’une disparition de la vaso-congestion viscérale profonde. Une nouvelle érection ne peut se
produire qu’aprées un certain délai appelé « phase réfractaire ».

1.2.4.vi Aspect neurophysiologique du coit [21,60,99,119

Les centres nerveux de I'érection et de I’éjaculation sont multiples et disséminés dans |'axe
cérébrospinal. lls comprennent:

- Des centres médullaires : centre de I'érection, vaso-moteur, compris entres L1 et S3,
centre de I'éjaculation, moteur, compris entre L2 et S1.

- Mais l'excitation de certains centres nerveux supérieurs est efficiente dans le
déterminisme des phénoménes d’érection et d’éjaculation. Signalons des centres
bulbaires, des centres diencéphaliques, situés dans la région infundibulo-tubérienne
de I’hypothalamus, des centres corticaux, siege de réflexes conditionnels.

En 1938, Semans et Langworthy [99], ont mis en évidence, chez le chat, les réles de chacune
des afférences nerveuses. lls ont su reproduire une éjaculation compléte en stimulant
électriqguement les nerfs préalablement individualisés. lls ont constaté, en premier lieu, que
la stimulation de fibres parasympathiques issues des racines sacrées, principalement de S2,
provoquait I'érection. Il semblerait que le nerf honteux assure a lui seul la principale voie
motrice de I'érection pénienne. Les effecteurs de cette érection sont les muscles lisses des
artéres péniennes, les muscles lisses des corps caverneux et le muscle rétracteur du pénis.
C'est le relachement de ces muscles qui autorise l'irrigation sanguine des corps caverneux,
via l'artere pénienne.
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La stimulation du nerf hypogastrique induit I'émission, visualisée par des contractions
péristaltiques du canal déférent au niveau de son abouchement a l'uretre. Cette phase fait
intervenir la musculature lisse de la queue de I'épididyme, du canal déférent et des glandes
sexuelles annexes. Cette musculature est innervée par des neurones adrénergiques
« courts » qui se différencient par leur relais ganglionnaires qui sont trés proches des
organes cibles, situés parfois méme dans la gaine conjonctivale de I'organe en question. La
testostérone diminue l|'activité spontanée de ces muscles et réduit leur sensibilité aux
stimulants exogenes. L’activité de ces muscles est donc limitée aux seules périodes
d’accouplement. Cela permettrait aux canaux déférents de jouer un rOle de réservoirs
[60,99].

La fermeture du col de la vessie dépendrait de I'activité du groupe cranial du plexus
hypogastrique. On trouve en effet, au niveau du col, des fibres cholinergiques et des fibres
adrénergiques.

L'excitation du plexus hypogastrique est insuffisante pour déclencher |’éjaculation. En
revanche, I'éjaculation survient a stimulation du nerf honteux interne. En effet, les
effecteurs de I'éjaculation sont essentiellement des muscles striés (muscles bulbo-caverneux
et ischio-caverneux notamment) [99].

Lors de I'accouplement, les afférences tactiles stimulent les fibres nerveuses de maniere
simultanée et indistincte, si bien que I'ordre chronologique que nous venons de décrire ne
correspond pas a la réalité physiologique. L’éjaculation survenant quelques secondes
seulement aprés l'intromission, les mécanismes ne peuvent que se superposer. Il faut
rappeler par ailleurs le role des stimuli psychiques, en particulier dans le déclenchement de
I’érection [99].

Plusieurs études menées chez le rat et le cochon d’inde ont mis en évidence la présence d’un
mécanisme spinal inhibiteur de I'éjaculation dans sa phase finale et 'importance de cette
composante spinale (possible centre d’automatisme spinal) dans la sommation des influx
sensoriels pré-éjaculatoires. |l semblerait qu’il existe également un réflexe urétral chez le
rat : la distension mécanique de l'uretre par l'injection d’une solution saline, mimant les
sécrétions de plasma séminal, induit des contractions cloniques réflexes des muscles
périnées, une érection et des mouvements du pénis, ainsi que |’expulsion du contenu urétral
[21].

1.2.4.vii Modulation neurochimique [21,56]

Il semblerait que le neurotransmetteur prépondérantd ans les mécanismes de I'érection
soit le 5-HT b (Sérotonine), en association avec 'action de la dopamine. Les études ont été
menées chez le rat. L’élévation de la concentration intra-synaptique en 5-HT et en dopamine
par blocage des systemes de recyclage par la p-chloramphétamine, active le centre
d’automatisme spinal de I'éjaculation. L’activation des récepteurs lombosacrés 5HT-2C induit
une activité des nerfs sympathiques du vasa deferens. L’activation des récepteurs D2-like ou
I'injection intra-ventriculaire de D3 agonistes provoque la phase d’expulsion de I'éjaculation.
L'apomorphine active les récepteurs D1 et D2 et induit I'éjaculation chez des rats dont la
moelle a été sectionnée. Toutes ces données tendent a justifier une action activatrice du
systeme dopaminergique spinal dans le centre générateur de I'éjaculation.
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La yohimbine et la méthoxamine peuvent bloquer [I'éjaculation. Au contraire,
I"'administration de muscarine facilite son expression. La modulation cholinergique se fait
donc probablement par I'activation des récepteurs muscariniques M2, M3 et M4.

L'ocytocine semble activer I'éjaculation, alors que les opioides spinaux ont une influence
inhibitrice qui peut étre bloquée par I'administration de naloxone.

Le neuromédiateur impliqué chez 'homme est également le 5-HT, en synergie avec la
dopamine. Les études concernant la nature du neurotransmetteur n‘ont pas été menées
chez le chat a ce jour. La stimulation de ces muscles (qui sont relachés a I'état « normal »)
est entretenue par I'action du systéme orthosympathique sur des récepteurs adrénergiques
a. Ses fibres musculaires ont, de plus, une activité spontanée importante chez le chat.

En 1977, Larsson [56] a décelé la présence du VIP (Vaso Intestinal Peptide) au niveau des
corps caverneux, de la prostate, de I'épididyme et des canaux déférents. Le réle du VIP dans
la sphére génitale reste a élucider. L'auteur pense qu’il interviendrait dans la régulation de Ia
pression sanguine et du tonus musculaire.

1.2.5 Evénements post-coit

I.2.5.i Capacitation et réaction acrosomiale

La capacitation est un processus de maturation des spermatozoides dont le mécanisme est
reconnu comme étant temps et espéce-dépendant [32]. Long et al. [61] ont étudié ce
phénoméne chez le chat in vitro . La semence de chat semble ne nécessiter qu’une courte
durée d’incubation (2 a 2,5 heures) contrairement aux autres espéces étudiées comme le
cochon (4 a 5 heures [23]), le taureau (4 heures [74]) ou encore le chien (4 a 5 heures [125]).
De plus, le mécanisme mis en jeu semble étre moins complexe que dans ces autres especes
dont le sperme peut nécessiter une exposition a un milieu hypertonique [15] ou a de
I"héparine a 10 pug/Kg pendant 15 minutes [74]. Séparer les gameétes du plasma séminal n’est
pas nécessaire puisqu’une simple dilution suffit a permettre leur maturation chez le chat
comme chez le tigre (Panthera tigris) [18,47]. Il semblerait en effet que les facteurs anti-
capacitants soient absents ou non fonctionnels dans ces espéces. En effet, Howard et al.
(1988) cité par Byers et al. [18] rapportent que le retrait du plasma séminal n’est pas
nécessaire pour la capacitation in vitro avant la pénétration de la « zona free » d’ovocyte
d’hamster.

La perte spontanée de l'intégrité de la structure acrosomiale est relativement peu fréquente
chez le chat, contrairement a ce qu’on peut observer chez le mouton ou le chien par
exemple [61]. De plus, la capacitation peut s’accomplir a température ambiante (environ
20°C) alors que, pour beaucoup d’autres especes, cela requiert une température de 37 a
39°C [126]. La capacitation chez le chat est donc unique en son genre, a la fois par sa
rapidité, sa relative facilité et son absence de perte acrosomiale spontanée [61].

D’autres études plus anciennes ont montré que la capacitation pouvait étre encore plus
rapide dans certaines conditions : Hamner et al. [38] ont montré que la semence prélevée
par éjaculation nécessitait entre 30 minutes et 24 heures d’incubation dans I'utérus (in vivo )
avant d’acquérir la capacité de féconder (fécondation in vitro ). Bowen. [14] a montré que le
sperme récolté directement dans le ductus deferens était capable de féconder les ovocytes
de chats in vitro , sans incubation préalable dans le tractus femelle. Niwa et-al. [71] obtinrent
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la pénétration d’ovocytes in vitro aprés seulement 30 minutes de co-incubation avec du
sperme d’origine épididymaire. Enfin en 1989 et 1993, Goodrowe et al. [36,37] utilisérent
également la pénétration de la zone pellucide comme indicateur de capacitation et observa
de la méme fagon, une interaction dans les 30 premiéres minutes de co-incubation.

L'étude de Long et al. [61] a donc mis en évidence que 2 heures sont nécessaires a la
capacitation du sperme de chat in vitro . Ces résultats ont été obtenus par stimulation au
calcium ionophore A23187 qui facilite le transport membranaire du calcium et provoque la
réaction acrosomiale. On note que la cinétique est influencée par le statut reproductif du
male. En effet, nous développerons plus loin le cas fréquent des chats tératospermiques
(>60% de spermatozoides de forme anormale).

1.2.5.ii _Fécondation in vitro

La fécondation se produit en plusieurs étapes (Photo 1) [110] :

e e spermatozoide ayant subi la capacitation, interagit avec la zone pellucide, et la
réaction acrosomiale se produit. Elle consiste en la libération du contenu acrosomial.
Des protéines de surface (protéines ZP) formant un maillage au niveau de la zone
pellucide, se lient a des récepteurs de la membrane plasmique du spermatozoide, et
ce de facon extrémement spécifique a I'espéece. Cette liaison entraine une lyse de la
membrane de I'acrosome et la libération de son contenu dans la zone pellucide.

e Les enzymes lytiques libérées désorganisent la zone pellucide et permettent
I'avancée progressive de différents spermatozoides. La membrane interne de
I’'acrosome comporte des récepteurs maintenant la liaison entre le spermatozoide et
les protéines (ZP2) de la zone pellucide. Ainsi, les spermatozoides progressent dans la
zone pellucide jusqu’a la membrane plasmique de I'ovocyte.

e Le spermatozoide se plaque sur la membrane plasmique de l'ovocyte. Le noyau, le
centriole, et parfois quelques mitochondries sont internalisés dans I'ovocyte.

Niwa et al. ont étudié en 1985 la chronologie des évenements intervenant lors de la
fécondation obtenue par insémination artificielle in vitro. Cette étude a été menée chez le
chat. Entre 15 et 20 minutes apres insémination artificielle, ils ont pu observer un
spermatozoide pénétrant dans la zone pellucide. Entre 30 minutes et 5 heures, la plupart des
ovocytes sont pénétrées (90 a 100%). Les premiers pro-noyaux sont observés 4 heures apres
insémination [71].

Goodrove et al. confirment que la fécondation se produit entre 15 minutes et 5 heures post
insémination artificielle in vitro. Le taux de pénétration varie de 0 a 100% apres 3-4 heures
[36].

Les variations entre les résultats proposés peuvent s’expliquer par les différences entre les
milieux utilisés in vitro et les doses inséminées (dose parfois inférieure a la dose
fécondante). La tératospermie a pu également influencer les résultats.

Howard et al. ont montré que le taux de division cellulaire post fécondation in vitro était
meilleur chez les chats normospermiques (86,3%) que chez les chats tératospermiques
(24,1%). Les spermatozoides anormaux peuvent toutefois se lier (29%) et pénétrer (17%) la
zone pellucide. Cependant, seulement 3% des spermatozoides retrouvés dans |'ovocyte
étaient anormaux et tous ceux présents dans I'espace péri-vitellin étaient normaux. La zone
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pellucide est donc un bon filtre naturel pour les spermatozoides anormaux, cependant ces
derniers peuvent conserver leur pouvoir fécondant [48].

Aucune donnée concernant la fécondation in vivo n’est actuellement disponible chez le chat.
On supposera que les étapes sont identiques in vitro et in vivo dans cette espece.

Photo 1: Evénements précoces lors de la fécondation d’ovule de chat par des spermatozoides épididymaires
(TO= Insémination, cellules colorées) [71]
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1) TO+30 min : spermatozoide a téte élargie et queue pénétrante ; dans |'ovule, premier corps
polarisé(PB) et chromosomes activés en anaphase Il (A); 2) TO+1 h : queue et téte sont toujours
attachées ; 3) T0+1,5 h : |a téte se détache de la queue ; 4) TO+3 h : noyau décondensé (fleche),

premier corps polaire (PB) et chromosomes activés en télophase Il (T); 5) idem a plus fort
grossissement ; 6) TO+4 h : pronucléus méle et queue pénétrante (fleche) ; 7) T0O+4,5 h : pronucléus
male (MP) et femelle (FP) et piéce intermédiaire du spermatozoide toujours visible (fleche) ; 8) sans
coloration, TO+20 min : spermatozoide dont la téte a pénétrer la zone pellucide

Le male peut fournir de la semence a partir de la puberté (7 mois environ) et jusqu’a plus
de 14 ans. De plus, le comportement sexuel du chat est codifié et bien connu. Nous
verrons plus loin lI'incidence du déterminisme nerveux et multifactoriel de I'érection-
éjaculation, ainsi que des particularités anatomiques liées a I’espéce (pénis interné) sur les
techniques de prélevement de sperme.

Certaines questions quant a la régulation neurochimique de ces phénomeénes
physiologiques restent a exploiter.
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Il. Méthodes de prélevement du sperme de chat, examen et

caractéristiques de la semence féline

1.1 Méthodes de prélevement du sperme de chat

Différentes techniques sont actuellement disponibles. Toutes permettent le recueil d’un trés
faible volume de semence. En effet, le volume d’un éjaculat moyen ne dépasse pas 0,5 mL
[26]. On essayera toujours d’obtenir une semence de qualité en infligeant un stress
minimum a l'animal. Les caractéristiques du sperme obtenu seront décrites plus loin, en
relation avec les techniques d’analyse de la semence. Nous détaillerons ici les principaux
protocoles décrits, ainsi que leurs avantages et inconvénients.

1.1.1 Vagin artificiel

1.1.1.i Avantages et inconvénients

Cette technique donne des résultats tres variables selon le tempérament du chat. Elle n’est
applicable qu’a un nombre réduit d’individus qui doivent étre longuement entrainés et
habitués [79,102]. Sojka et al. rapportent tout de méme avoir réussi, pour la premiere fois
en 1970 [102], a prélever 3 males sur 5, sélectionnés de facon aléatoire, aprés seulement 2
semaines d’entrainement. On n’obtient en général de résultats positifs dans 60 a 70% des
cas. C'est une technique peu colteuse qui ne nécessite qu’'un seul technicien et qui
s’affranchit de I'utilisation de molécule pharmacologique. Une femelle en cestrus ou traitée
aux cestrogenes doit étre présentée au male afin d’initier la suite d’événements menant a
I'accouplement [119].

1.1.1.ii _Matériel nécessaire [132]

Le vagin artificiel peut étre constitué a partir d’'un petit tube a essai introduit dans une
bouteille de polyéthyléne elle-méme remplie d’eau a 52°C (Photo 2).

Photo 2: Exemple de vagins artificiels (A : tube plastique et pipette pasteur ; B : tube en plastique de 5 ml,
drain de Penrose et petit tube en verre) [132]
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1.1.1.iii Protocole opératoire [132

On dévie le pénis en érection au moment de I'accouplement.

La manceuvre compléte prend environ 1 a 4 minutes et peut étre reproduite trois fois par
semaine sans altérer la qualité de la semence. A contrario, une récolte quotidienne entraine
une diminution du nombre de spermatozoides et du volume de I'éjaculat a partir du
guatriéme jour avec une nivellation a 14-45 millions de spermatozoides par éjaculat. On ne
note cependant pas de différence en termes de mobilité, viabilité et pourcentage de formes
anormales. La libido reste également inchangée.

1.1.1.iv_Flux rétrograde dans la vessie

I semble qu’il existe un flux rétrograde vésical physiologique chez le chat lors de
I’éjaculation, celui-ci étant majoré lors de prélevement par vagin artificiel comme par
électro-éjaculation. Dooley et al. ont prélevé I'urine de 5 chats par cystocentése apres
éjaculation dans un vagin artificiel. Tous les prélevements contenaient des spermatozoides
et 4 d’entre eux présentaient des spermatozoides mobiles. Le flux rétrograde moyen était de
46,82% des spermatozoides. La méme manipulation ayant été effectuée aprés
accouplement naturel, montra la présence de 29,42.10° spermatozoides vésicaux [28].

La semence récoltée par cette méthode apparait évidemment comme celle se rapprochant
le plus d’'un éjaculat obtenu lors de monte naturelle, nous étudierons plus loin ses
caractéristiques [132].

Les principales informations pratiques nécessaires a la réalisation d’un prélévement a I'aide
d’un vagin artificiel sont reportées dans I'annexe 1 (Annexe 1 : Prélevement de semence
féline par vagin artificiel).

11.1.2 Electro-éjaculation

Cette technique ne nécessite pas la présence d’une chatte en chaleur et convient a tout chat
male pouvant étre anesthésié. Elle est décrite pour la premiere fois par Scott [98] et
s'impose comme la méthode de choix pour le prélévement du sperme de chat.

1.1.2.i Matériel nécessaire

Le matériel nécessaire comprend un stimulateur électrique et une sonde rectale métallique
en téflon lubrifiée de 1cm sur 12 avec trois électrodes longitudinales en étain (3,75cm de
long sur 2,6mm de large [46]).

L’électro-éjaculateur
L’électro-éjaculateur comprend six unités (Figure 7 et Photo 3) [119]:

e Loscillateur : son amplitude varie de O a 20V et la fréquence des oscillations est
ajustable entre 10 et 100Hz.

e Le contréleur d’amplitude automatique : il détermine le stimulus envoyé a I'animal
et la durée entre les stimuli successifs. Il contréle la durée de la stimulation obtenue
au niveau de la sonde rectale et la vitesse de montée et de descente du stimulus,
c'est-a-dire l'intervalle entre OV et le voltage désiré ainsi que l'intervalle entre ce
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méme voltage et le retour a OV. L’électro-éjaculateur peut ainsi étre préréglé, laissant
les mains du manipulateur libres.

e L'amplificateur de puissance : il multiplie le signal en provenance de I'oscillateur et du
controleur d’amplitude pour le distribuer a la sonde rectale.

e Le moniteur de puissance : le voltage et 'ampérage peuvent étre réglés sur trois
échelles (0-5V, 0-10V, 0-50V et 0-50mA, 0-100mA, 0-500mA).

Figure 7: Diagramme de I’électro-éjaculateur et représentation graphique du courant électrique [119]
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Sonde rectale

La sonde rectale est cylindrique et bipolaire (Figure 8 et Photo 4). Elle est constituée de
plastique, de Téflon, d’un alliage de nickel et d’argent, de polyester et de résine Epoxy
[50,76,78,80]. Les dimensions varient selon les auteurs : diametre de 1 [50,80] a 1,5cm et
longueur de 12 [80] a 14 cm [50]. Elle contient un nombre variable d’électrodes (3 a 5
[50,80]), toujours orientées en position ventrale. L’électrode la plus ventrale est orientée sur
la prostate et la symphyse pubienne. La sonde est maintenue dans cette position a I'aide
d’une pression ventrale douce durant toute la séance. L’ensemble des auteurs utilisent
préférentiellement des électrodes longitudinales plutét que des électrodes annulaires. Elles
sont en acier inoxydable et leur longueur est de 5 a 8,5 cm [80]. Elles sont paralleles entre
elles a I'intérieur de la sonde [119].

Figure 8: Sonde Rectale [119]

Photo 4 : Sondes rectales [119] (CERCA)
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Contention

Certains auteurs utilisent une boite de contention afin de positionner I'animal anesthésié
pendant la séance [26]. Les postérieurs du chat sont attachés a I'aide de sangles afin de
restreindre les mouvements induits par les stimulations électriques et non d’empécher les
mouvements de rétraction et d’extension des membres qui sont de précieux indicateurs
d’un bon positionnement. Cette boite de contention facilite le positionnement de la sonde
ainsi que la récolte de la semence. Elle permet d’éviter les mouvements inopportuns de
I’'animal qui pourraient étre a I'origine d’'une perte de semence malencontreuse pendant la
collecte. Une autre technique, plus utilisée, consiste a positionner I'animal en décubitus
latéral (Photo 5 et 6) [78,80].

Photo 5: Positionnement de I'animal anesthésié durant la séance d’électro-éjaculation (CERCA)

Photo 6 : Positionnement optimal de la sonde avec extension symétrique des postérieurs et extrusion des
griffes (CERCA)
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I.1.2.ii Protocole opératoire

Il parait préférable de maintenir le matériel de récolte dans une enceinte thermostatée a
une température de 25°C a 28°C, afin de prévenir le choc thermique.Sojka (1986), cité par
Vuillermoz [119], a montré que les spermatozoides sont trés sensibles aux ions métalliques
et aux antiseptiques que I'on peut rencontrer a la surface des parois des récipients. De
maniéere générale, il faut minimiser le nombre de manipulations de la semence [79]. On
utilise pour la récolte du sperme un tube a centrifugation conique en polystyréne de 15mL
que I'on sectionne a la marque 3 mL, cette surface de section devant étre émoussée. Le tube
est positionné ensuite sur le pénis juste avant I'éjaculation [119]. On peut également utiliser
un tube Eppendorff (Photo 7) [132].

Photo 7 : Récolte de la semence dans un tube Eppendorff (CERCA)

QW
S
Cathétérismewurétral

Certains auteurs préconisent I'utilisation d’'une sonde urétrale que I'on introduit sur 5cm de
fagon a ce que son extrémité distale se trouve en arriere du colliculis seminalis. Ce cathéter
est préalablement gradué a I'aide de volumes d’eau connus (précision 0,001mL). Un double
bandage est mis en place: I'un permet d’éviter les contaminations extérieures et
d’extérioriser le pénis et l'autre, positionné autour de la partie extérieure de la sonde et
rattaché au premier, évite I'expulsion du cathéter durant I’éjaculation. L’utilisation d’une
sonde urétrale ne peut étre que bénéfique car elle permet une récolte maximale de
semence étant donné le faible volume éjaculé. Elle permet également d’observer la couleur
et le volume du sperme. L’échantillon contenu dans la sonde peut servir directement a une
insémination artificielle ou étre transporté tel quel au laboratoire pour analyse. On note que
le volume et la concentration restent les mémes avec ou sans sonde [119].
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Effets indésirables

On ne note pas d’effets indésirables dus a la répétition des récoltes. Les chats utilisés dans
toutes les études citées se sont maintenus a un poids stable avec une activité et un
comportement normaux. Ni I'anesthésie, ni les stimuli électriques ne semblent altérer la
qualité de la semence. Cependant, la concentration en spermatozoides décroit au sixieme
jour lors de récoltes biquotidiennes (a 10 minutes d’intervalle) et on observe de plus en plus
de formes immatures aprés le quatrieme jour (15% au sixieme jour). Ces résultats ont été
confirmés quelque soit la méthode de prélevement. On préférera donc une récolte tous les
deux ou trois jours [45,107]. La majorité des études ne dépassent pas la récolte
hebdomadaire [50,78,80,26].

Anesthésie

Une étude rapporte des électro-éjaculations sur chats vigiles [98], mais il est préférable
d’effectuer une anesthésie générale pour faciliter les manipulations et pour le confort de
I’animal. Certains auteurs préconisent une prémédication : xylazine a 1mg/Kg par voie
intramusculaire ou thiopental sodique (2,5%) et atropine (au rapport %) par voie
intraveineuse lente jusqu’a suppression du reflexe d’agitation des moustaches [50] ou
encore acépromazine [119]. L’atropine est un parasympatholytique et nous avons vu que
I’érection est déclenchée par I'excitation du parasympathique. L'emploi de cette molécule
devrait donc inhiber I’érection, mais des études sont encore a fournir dans ce domaine
[119].

On utilise préférentiellement le protocole anesthésique suivant: la kétamine seule a 25-
33mg/Kg IM ou la kétamine a 5 mg/Kg associée a la médétomidine a 80 pg/Kg SC ou encore
la médétomidine seule a 100-150 pg/Kg SC. Ce dernier protocole semble accroitre la
concentration en spermatozoides [132]. Les anesthésies répétées ne semblent pas altérer la
qualité de I’éjaculat [78]. De plus, selon Dooley et al. [28], la kétamine n’est pas un facteur
de contribution au flux rétrograde de spermatozoides dans la vessie durant I'électro-
éjaculation comme cela avait pu étre suspecté.

Protocole opératoire

La fréquence utilisée varie de 25Hz [50] a 30Hz [28,26,78,76], ce qui correspond aux
fréquences ayant donné les meilleurs résultats dans les autres espéces. Tous les auteurs
utilisent une onde de type sinusoide. La tension maximale du courant est choisie soit
arbitrairement (identiques pour tous les individus) [28,78,76,80], soit en choisissant une
valeur minimale suffisant a provoquer I'extension des membres postérieurs et la protrusion
des griffes [50]. Ceci correspond a une tension de 5 a 10V. Dans le cadre d’une pratique en
clientele, un réglage individuel parait plus judicieux. Quelque soit la méthode employée, il
existe un voltage seuil pour la production de plasma séminal (O a 1V), pour I'obtention d’un
nombre maximal de spermatozoides (entre 2 et 8V) et pour I'obtention d’un volume
convenable (1 a 8V) [76]. L'érection est généralement obtenue entre 2 et 4V [80]. Aucun
consensus n’est pourtant acquis sur la question : Le nombre de spermatozoides varie avec le
voltage et le nombre de stimuli électriques, a la différence du volume qui ne semble pas étre
influencé par ces deux facteurs pour Zambelli et al. [132,76]. Dooley et al. [26] rapportent au
contraire un effet du voltage a la fois sur le nombre de spermatozoides, le volume total et
I’osmolarité. Le volume et la concentration obtenus a 1V serait inférieurs a ceux éjaculés a 2,
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4 ou 6V. D’apres cet auteur, Il apparait que c’est surtout le nombre de stimulations infligées
qui influe sur le volume. Pineda et al. [78] I'expliquent par une sensibilité des glandes
accessoires sexuelles plus forte aux stimulations. La production de plasma séminal est
maximale vers 1 a 2V.

L’éjaculation est obtenue de fagon inconstante avec des stimuli entre 2 et 8V et 5 et 220
mA. L’éjaculation sans érection est possible. Nous détaillerons plus loin le protocole de choix
[46,28]. On note que I'éjaculation se produit le plus souvent entre 4 et 8V et les
spermatozoides recueillis proviennent de I'épididyme et du vasa deferens. De plus, la
composition d’un éjaculat recueilli a 6V s’apparente a celle de la semence obtenue par vagin
artificiel [26,78]. La viabilité et la mobilité des spermatozoides n’est influencée ni par le
voltage, ni par l'intervalle de collection [132,26]. L’éjaculat le plus concentré semble étre
celui obtenu a la deuxiéme éjaculation [78,76].

e Howard et al. [46,28] ont mis au point une suite de stimulations électriques (Tableau
2), permettant d’éviter la contamination urinaire et d’obtenir un éjaculat de qualité :

Tableau 2 : Protocole d’électro-éjaculation selon Howard [46,28]

Série 1 Série 2 Série 3
Stimulations 10 10 10 10 10 10 10 10
Voltage (V) 2 3 4 3 4 5 5 6

On augmente le voltage en 3 secondes, puis on reste au voltage voulu pendant 2 a 3
secondes et on revient a OV en 3 secondes avant de recommencer la manipulation pour le
voltage suivant. Les délais peuvent étre plus rapide selon les différents auteurs, cependant la
durée de la phase d’augmentation du voltage est la plus constante. On attend 2 a 5 minutes
entre les séries [46]. Au moins 60 stimulations électriques sont nécessaires a |’éjaculation
[76].

Il existe d’autres protocoles peu éloignés mis au point par Johnstone [50] et Platz et Seager
[80], donnant des résultats approchants.

e Johnstone [50] fait varier la force du courant de OV a un maximum de voltage
correspondant a la valeur minimale provoquant I'extension des membres postérieurs
et la protrusion des griffes.

Ce voltage maximum est maintenu pendant 3 secondes avant un retour a OV. Une période
de repos de 3 secondes est observée avant de recommencer la manipulation. Les auteurs
réalisent ainsi une série de 10 stimulations. A l'issue de la dixieme stimulation, le voltage est
maintenu a son maximum et le manipulateur fait faire a la sonde deux mouvements de va et
vient. Le voltage est abaissé a OV et cette suite d’évenements provoque |'éjaculation. Une
période de repos de 10 minutes est observée. Johnstone réalise en moyenne 4 séries de
stimulation par séance. Apres 5 électro-éjaculations complétes, 85 a 95% des
spermatozoides ont été éjaculés et leur mobilité diminue de 90 a 50%. On peut cependant
réaliser 9 récoltes avant I'observation d’une diminution notable du nombre de
spermatozoides avec cette méthode.
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e Platz et Seager [80] réalisent une séance constituée de 3 séries de 60 stimuli chacune
entre lesquelles une période de repos de 5 minutes est respectée (Tableau 3).

On augmente le voltage en 2 secondes pour le maintenir a son maximum pendant 3
secondes et redescendre en 1 seconde a OV avant de recommencer apres 2 secondes de
repos. Pour certains chats, I'éjaculation n’est obtenue qu’a la troisieme série.

Tableau 3 : Protocole d’électro-éjaculation selon Platz et Seager [80]

Série 1 Série 2 Série 3

Stimulations | 15 15 15 15 5 10 15 15 15 5 5 5115|1515

Voltage (V) 2 3 4 5 2 3 4 5 6 2 13|14 |5|6 |7

e Dooley et al. [26] ont également décrit un protocole de 4 séries menant chacune a
I’éjaculation (Tableau 4).

La durée de la stimulation électrique est de 2 secondes, le laps de temps entre chaque
stimulus de 2 secondes également et la durée de repos entre les séries de 5 minutes. Lors de
la quatrieme série, un nombre considérable d’échantillon sont contaminés par I'urine, c’est
pourquoi il est préférable d’appliquer un voltage de 6V (46 a 95mA) plutot que de 8V.

Tableau 4 : Protocole d’électro-éjaculation selon Dooley [26]

Série 1 Série 2 Série 3 Série 4
Stimulations 60 60 60 60
Voltage (V) 1 2 4 8
Ampérage (mA) 8al2 21330 48 a 75 90 a 150

Contamination urinaire

On remarque qu’une contamination urinaire se produit plus souvent a partir de 8V [28,76],
comme c’est le cas chez le chien [27]. De plus I'importance du flux rétrograde varie d’un
individu a l'autre. Nous avons vu précédemment que ce phénomeéne était présent
physiologiquement chez certains chats. Il existe également une forte proportion de chats
oligospermiques, mémes s’ils sont matures sexuellement, ce qui est visible d’apres la taille
des organes génitaux externes et le développement des spicules sur le pénis. L’oligospermie
peut étre due au chat lui-méme ou au flux rétrograde vésical plus ou moins abondant [78].

Pour éviter la contamination urinaire, certains auteurs proposent de vidanger préalablement
la vessie et de la laver avec du NaCl. On peut la remplir ensuite avec du milieu de dilution
afin de tamponner l'urine en prévention (Hill Debrandt, Institut zoologique de Berlin,
données non publiées, communiquée personnellement).

L’émission de féces est également rapportée [80].

11.1.2.iii _Avantages de la technique de récolte par électro-éjaculation :

C’est une méthode sire et facile d’emploi, pour peu que I'on dispose du matériel nécessaire.
En clientele, au moins deux électro-éjaculations sont nécessaires pour avoir une idée fiable
de la fertilité [102].
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Le volume de la semence obtenu avec cette méthode est supérieur a celui obtenu a I'aide
d’un vagin artificiel ou par saillie naturelle. Ceci correspond a une meilleure contribution des
glandes annexes en réponse a une stimulation électrique prolongée. L’analyse de la semence
s’en trouve facilitée. Un éjaculat peut étre utilisé pour inséminer plusieurs femelles. C’est
particulierement intéressant en chatterie ou en laboratoire. Il n’y a pas de contact physique
entre animaux, ce qui est intéressant pour les laboratoires de recherche travaillant sur des
chats isolés, SPF (Specific Pathogen Free), ou pour un élevage ne désirant pas l'introduction
d’un male. Dans la méme optique, il n’y a pas de détérioration du pelage, ce qui apparait
primordial pour les animaux d’exposition [132].

Pineda et al. [78] n’ont constaté, apres 22 collectes réparties sur 32 semaines, aucun effet
nuisible, décelable cliniquement, de la répétition des anesthésies et des stimulations
électriques sur les animaux. Seuls des problemes de fatigue musculaire, d’échauffement de
la muqueuse rectale et de déséquilibres ioniques a la surface de cette muqueuse ont été
observés chez les primates et chez 'homme [132]. Aucune des études citées a fait part
d’effet néfaste du a I'électro-éjaculation lorsque les prélévements sont réalisés a 2 ou 3 jours
d’intervalle.

Toutes les informations pratiques nécessaires a la réalisation d’un prélévement par électro-
éjaculation sont résumées dans I’Annexe 2 (Annexe 2 : Préléevement de semence féline par
électro-éjaculation).

11.1.3 Flush ou aspiration de I’épididyme

Les spermatozoides frais ou décongelés ayant été prélevés dans le ductus deferens ou
I’épididyme sont capables de féconder in vitro les ovocytes de chatte [14]. On récolte les
spermatozoides en écrasant, hachant ou en flushant I'épididyme caudal ou le ductus
deferens.

11.1.3.i Avantages et inconvénients

Cette technique peut étre utilisée sur des animaux fraichement castrés ou décédés. Ce n’est
donc pas une technique répétable, mais plutdt un protocole de laboratoire. Ce peut étre
également une technique adaptée a la sauvegarde de la diversité génétique chez les grands
félins sauvages : un animal fraichement décédé appartenant a une espece dont il reste peu
de représentants, peut faire I'objet d’'un flush épididymaire dans le but de conserver sa
semence [132,67].

11.1.3.ii Protocole opératoire

La technique a été décrite chez le chien: on place le testicule immédiatement apres son
exérése dans une solution saline isotonique a température ambiante supplémentée en
pénicilline (100 Ul/mL) et streptomycine (0,1mg/mL). L’épididyme est disséqué le plus tot
possible et rincé avec une solution saline a 0,9%. Une boite de Pétri de 35mm de diametre
recueille le mélange et les spermatozoides en suspension sont séparés des débris et placés
dans un tube en plastique stérile [127,67]. On peut ne disséquer que le ductus deferens (a 1
cm de la fin de I'épididyme) [14] ou la partie caudale de I'épididyme (4mm) et ajouter de
I’"huile minérale légére dans la boite de Pétri [40].
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1.L1.4 Cathétérisme urétral aprés injection de médétomidine

1.1.4.i Utilisation d’a2 agonistes dans d’autres espéces

L'utilisation d’agents a2-agonistes provoque chez I’étalon, I'éjaculation d’'un sperme de
bonne qualité, sans nécessité d’accouplement. Cette éjaculation induite
pharmacologiquement permet le préléevement de la semence de chevaux indisposés a la
monte naturelle (fracture, blessure débilitante...) et ne nécessite pas d’anesthésie générale,
contrairement a I’électro-éjaculation [116]. Les molécules utilisées sont le clomipramide qui
induit I'érection et la masturbation, ainsi que la xyzaline par voie intraveineuse qui
provoque |'éjaculation sans érection en quelques minutes. L'imipramine couplée a une de
ces deux molécules, améne le pourcentage d’éjaculation provoquée a 42%. L'imipramine est
un antidépresseur humain connu pour ses effets sur I'érection et I’éjaculation. Les systemes
dopaminergique et sérotoninergique qui jouent un réle dans la libido sont également
stimulés par ces composés. On rapporte |'utilisation de prostaglandines F2a chez le cheval.
Jusqu’a aujourd’hui, seul le protocole associant xylazine et imipramine a une stimulation
sensitive par des juments en cestrus a permis la conception d’embryons par insémination de
semence fraiche [20].

1.1.4.ii Protocole opératoire et avantages chez le chat [133,134]

Le prélevement par éjaculation pharmacologiquement induite a également été étudié chez
le chat par Zambelli et al. en 2007 [133,134]. Les a-adénorécepteurs épididymaires semblent
étre responsables de la contraction du canal déférent, du trigone et des sphincters urinaires
lorsqu’ils sont stimulés. A intervalle de 4 jours, I'auteur a prélevé des chats pubéres a l'aide
d’un cathéter urétral de 9 cm de long apres injection de médétomidine a la dose de
140pg/Kg (Photo 8). Le cathéter utilisé est un cathéter (Portex Jackson, dic) 3 French* de 11
cm de long, sectionné dans sa partie distale a environ 9cm (Photos 9, 10 et 11). C'est la
méthode la plus simple et la plus rapide. Sur 60 prélevements réalisés dans |'étude, 10 ont
présenté un reflux vésical et un chat n’a pas éjaculé. On peut toute fois profiter de
I’anesthésie déja en place pour pratiquer une électrostimulation sur les animaux n’ayant pas
éjaculé par la premiere méthode. On peut donc coupler les techniques pour obtenir un
résultat meilleur.

Photo 8 : Flacons de Domitor®, Dexdomitor® et Antisédan® (Pfizer)
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* Une sonde urinaire de X French posséde un diamétre externe de X/3 mm.
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Photo 9 : Matériel nécessaire au prélevement par cathétérisme urétral (CERCA)

Photo 10 : Positionnement de la sonde pendant le cathétérisme urétral (CERCA)
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Photo 11 : récolte du sperme dans un tube Eppendorff apres cathétérisme urétral (CERCA)

11.1.4.iii _Influence de la matiére utilisée pour le cathéter

Une étude menée chez 'homme en 1993 a montré que I'exposition rapide (1 a 5 minutes) a
des cathéters de différentes compositions (latex, silicone, téflon et caoutchouc) avec ou non
ajout de lubrifiant non toxique n’affectait pas négativement la mobilité et la viabilité du
sperme [25].

Toutes les informations pratiques nécessaires a la réalisation d’un prélevement par
cathétérisme urétral sont résumées dans I'annexe 3 (Annexe 3 : Prélevement de semence
féline par cathétérisme urétral aprés injection de médétomidine).

11.1.5 Autres

On décrit également la possibilité d’exécuter une cystocentése post-éjaculation ou un lavage
vaginal post-coit. Cependant, ces manipulations sont effectuées dans le but de détecter la
présence de spermatozoides plutét que dans le but de les prélever [132].

La récolte de la semence chez le chat se fait donc préférentiellement par électro-
éjaculation qui reste la méthode de choix. Le cathétérisme urétral apres injection de
médétomidine semble plus rapide et plus aisé. Nous manquons cependant de recul sur
cette nouvelle technique prometteuse puisque nous ne disposons que des publications de
Zambelli et al. [132,133,134]. Le flush et I’aspiration épididymaire restent exploitables
dans le cas d’animaux morts ou d‘animaux fraichement stérilisés. Toutes les techniques
décrites permettent d’obtenir une semence de qualité (dans les capacités de I’animal
prélevé), mais dont les caractéristiques different fortement comme nous le verrons dans le
chapitre suivant. Les données concernant les effets de I'urine sur les spermatozoides sont
contradictoires, mais il semble que toute contamination urinaire soit a redouter chez le
chat.
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11.2 Méthodes d’appréciation et caractéristiques de la semence [119]

Nous développeront dans cette partie le spermogramme a proprement parler, c’est a dire
les examens histologiques et biophysiques de la semence effectués en laboratoire. Celui-ci
ne constitue qu’une approche, une évaluation du pouvoir fécondant du sperme de chat. Le
seul critere totalement fiable étant I'aptitude réelle a féconder in vivo I'ovule de la femelle.

Les éjaculats sont tres variables selon I'individu en volume, pH, osmolarité et concentration
en spermatozoides [26,50,78,132]. Les prélevements sur le méme chat peuvent également
subir de grandes variations, c’est pourquoi on estime que 5 prélevements et
spermogrammes sont nécessaires pour juger du potentiel reproducteur d’'un male [50]
(Sojka et al. [102] n’en recommande que deux a quinze jours d’intervalle). Le printemps est
plus propice a la récolte du sperme car c’est la période ou les éjaculats sont les plus
concentrés et les plus volumineux, a relier avec I'activité sexuelle grandissante des femelles
[50].

La connaissance et I'’évaluation des caractéristiques du sperme de chat, de sa «qualité »,
s’est améliorée avec I'avenement de la reproduction assistée dans cette espece grace au
développement de I'insémination artificielle et des méthodes de prélevement décrites plus
haut.

Nous présenterons, en parallele, les caractéristiques de la semence récoltée par vagin
artificiel, étant donné les importantes modifications induites par I'électro-éjaculation. La
semence de chat n’a fait I'objet que d’un petit nombre de publications, mais qui donnent
des résultats relativement similaires. Elle contient un ensemble d’éléments figurés, des
spermatozoides, des cellules épithéliales exfoliées, des débris cellulaires et des bactéries
[78].

11.2.1 Intérét de I’analyse de la semence :

Il est une demande récurrente des propriétaires ou futurs propriétaires de chats males:
« quel est le potentiel reproducteur de mon animal ? » En outre, le spermogramme est un
excellent recours lors de problémes de fertilité avérés. Cet examen de routine, mis en
relation avec des informations essentielles concernant aussi bien le male que la femelle,
comme la date de la derniere portée, le nombre de chatons par portée, le nombre de
portées, le nombre de femelles saillies, la fréquence des saillies, la libido, le comportement
sexuel et les moyens de reproduction assistée déja employés ainsi que leurs résultats.

Toutes ces informations doivent permettre de mettre en lumiére I'origine de I'infertilité. Le
male peut avoir été infertile depuis toujours (infertilité d’origine congénitale). Il peut
également I'étre devenu récemment a la faveur d’une infection urinaire, d’'une inflammation
du tractus génital ou d’'un probleme matériel lors de la récolte du sperme. Il peut également
étre subfertile. Il faut toujours vérifier la fertilité de la femelle en méme temps.

Le spermogramme reste le meilleur moyen d’évaluer le potentiel reproducteur d’'un male
méme s’il n"existe pas encore de test de laboratoire fiable pour juger de la fonction de
reproduction d’un futur étalon [93].

En raison du faible volume récolté chez le chat, les techniques habituellement utilisées dans
les autres espéces, comme chez le chien, ne sont pas directement transposables [132].
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Les caractéristiques attendues pour la semence de chat récoltée par vagin artificiel et qui
doivent étre étudiées en routine lors d’'un spermogramme sont reportées dans le tableau
[76,79,80,102]. Les résultats présentés dans le Tableau 5 sont issus de différentes études,
répertoriées dans la premiere colonne.

Tableau 5 : Caractéristiques de la semence de chat récoltée par vagin artificiel [76,79,80,102]

Référence Volume (ml) | Nombre total Concentration Mobilité (%) | Autres
de en observations
spermatozoides | spermatozoides
(/ml)
Sojka et al. 0,04 (0,01- 57.10° (13-143) 1,73.109 78 (35-100) pH=7,4
[102] 0,12)
Platz et al. 0,02-0,12 15-130.106 -- (60-95) Vitesse de
[80] progression 4,5
35,0
Platz et al. 0,034 +0,048 | 60,7 +12,9.10° | -- 82,5 +2,7 -
[79]
Pineda et 0,06 +20 60,97.10° +31 | - 58 +27 (4-87) | pH=8,32
Dooley [76] (0,03-0,09) (21,5-117) Osmolarité=324
31 mOsm/Kg

11.2.2 Examen macroscopique :

1.2.2.i Examen physique de I'animal :

Un examen physique doit toujours compléter une évaluation de la semence. Une attention
particuliere doit étre portée au systeme cardiovasculaire, au systéme musculaire, au
squelette ainsi qu’a toute anomalie qui pourrait entraver la libido ou I'intromission, et de ce
fait, étre responsable d’une stérilité ou d’une hypofertilité [119].

11.2.2.ii Aspect

La semence de chat a un aspect blanc laiteux. Elle est homogéene, mais trouble. Elle peut étre
de couleur anormale, signe d’une contamination par I'urine (jaune), par le sang (rouge ou
brun), ou par le pus (vert). Le volume de I'éjaculat étant trées faible, il est parfois difficile de
distinguer les discolorations [119].

11.2.2.iii_Volume

On mesure le volume a I'aide d’une pipette graduée de 100 pL ou d’une pipette a volume
variable [80]. Le chat libere, en moyenne et a chaque éjaculation 0,04 ml de sperme. Le
faible volume des éjaculats de chat est a 'origine d’'un certain nombre de contraintes. Les
techniques d’examen de la semence doivent étre adaptées, de maniére a ne pas en gaspiller.
De plus, l'utilisation de la semence passe généralement par le regroupement de plusieurs
éjaculats en un échantillon unique. En 1984, Pineda et Dooley [77] ont déduit de leurs
expériences, que le volume des éjaculats était indépendant de lintensité de Ila
spermatogénese. En effet, la vasectomie chirurgicale ou chimique n’a aucun effet sur le
volume éjaculé.
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Le volume d’un éjaculat obtenu par électro-éjaculation est nettement supérieur (0,27 mL en
moyenne) a celui obtenu spontanément (0,04mL en moyenne) a l'aide d’un vagin artificiel.
Rappelons que le volume de la semence éjaculée dépend des sécrétions des glandes annexes
et s’accroit avec le niveau d’énergie électrique qu’elles recoivent comme nous I'avons vu
dans le chapitre précédent [50].

1.2.2.iv_pH

Le pH de la semence est rarement mesuré et semble varier de 7,4 selon Sojka et al. [102] a
8,61 selon Dooley et Pineda [26]. Ces derniers auteurs affirment que la semence récoltée par
électro-éjaculation est plus alcaline (pH=8,61) que celle récoltée a I'aide d’un vagin artificiel
(pH=8,32). En réalité il faut tenir compte du fait qu’une séance d’électro-éjaculation
comprend différentes récoltes. Or, plus le temps séparant la récolte de I'analyse est grand,
plus le pH s’alcalinise. Ceci permettrait d’expliquer la différence de pH obtenue, |'électro-
éjaculation étant un protocole demandant a peu prés une demi-heure de manipulation
avant de pouvoir commencer les analyses. Les valeurs du pH des différentes productions
génitales males est reporté dans le tableau [132,51].

11.2.2.v. Osmolarité

La mesure s’effectue a I'aide d’'un osmolarimetre a dépression du point de fusion.
L'osmolarité d’un éjaculat de chat se situerait environ a 320 mOsm/Kg [64]. De la méme
fagon que le pH, 'osmolarité semble augmenter avec le temps qui s’écoule entre la récolte
et I'analyse. Les valeurs moyennes d’osmolarité du plasma séminal, du fluide prostatique et
du fluide issu des glandes bulbo-urétrales et de la prostate associées sont reportées dans le
Tableau 6 [132,51].

Tableau 6 : Caractéristiques physicochimiques des différentes productions génitales [132,51]

Plasma séminal Fluide prostatique et Fluide prostatique
issu des glandes bulbo-
urétrales
Osmolarité (mOsm/L) 323 327 331
pH 6,6 6,7 7,8

11.2.3 Examen microscopigque de la semence :

Avant toute manipulation destinée a I'appréciation de la semence, il apparait judicieux, afin
d’éviter le gaspillage et pour faciliter son utilisation ultérieure, de diluer la semence dans
une solution salée isotonique (NaCl 0,9%) [119]. Ceci ne semble pas lui infliger de dommage.
Zambelli et al. ont montré que I'utilisation de la solution de Hancock et Gledhill (IV.1.2.i page
88) a cette fin était un meilleur choix, cependant il utilise le milieu de conservation lorsque la
semence est destinée a étre congelée [128].

11.2.3.i Mobilité

Dans les 10 a 15 minutes suivant la récolte de la semence, il est possible d’évaluer la mobilité
du sperme, c'est-a-dire le pourcentage de spermatozoides mobiles.
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Cette évaluation est hautement subjective et de les biais sont nombreux : matériel sale, tube
a essai non lavé avant son premier usage, mauvaise manipulation... Tous ces parametres
peuvent engendrer une baisse de mobilité. La dilution de I’éjaculat une solution saline
chaude a 0,9% ou d’une solution de citrate de sodium chaude (température non précisée) a
2,9% facilite cette évaluation. On peut toutefois estimer la mobilité sur sperme non dilué
[132].

Si la semence est gardée a 23°C apres éjaculation, les spermatozoides vont rester mobiles
pendant un temps, grace a I'énergie issue du métabolisme des nutriments contenus dans le
fluide séminal. La vitesse des cellules augmente avec I'élévation de la température, et
inversement : Si la température dépasse 38°C, les spermatozoides perdent rapidement leur
mobilité, ceci étant du a I'accumulation rapide de métabolites toxiques. De méme, si la
température devient inférieure a 30°C, la mobilité des spermatozoides diminue avec le
métabolisme [119].

Pourcentage de mobilité

La mobilité est évaluée en plagant une goutte de sperme dilué entre lame et lamelle, sur une
platine chauffante a 37°C, et en observant de préférence au microscope a contraste de
phase au grossissement x40. Il faut alors recenser le pourcentage de spermatozoides
mobiles [80,48]. La mobilité est dite normale quand les spermatozoides présentent une
mobilité progressive, les faisant nettement avancer, en ligne droite avec une certaine
rapidité. lls se déplacent grace a des mouvements ondulatoires de la queue, associés a une
rotation autour de leur axe longitudinal, de telle sorte que leur progression est rectiligne
[80,48].

Echelles de mobilité [119]

Une autre alternative consiste en une estimation subjective de la mobilité sur I'échelle de
Watson qui va de 0 a 5+, avec:

e 0 pour aucun mouvement,

e 1 pour 20% de spermatozoides a progression rapide,
e 2 pour 40% de spermatozoides a progression rapide,
e 3 pour 60% de spermatozoides a progression rapide,
e 4 pour 80% de spermatozoides a progression rapide

e 5 pour 100% de spermatozoides a progression rapide.

Cette méme technique peut étre utilisée pour une estimation individuelle de la mobilité des
spermatozoides. A chaque chiffre correspond alors une signification différente: c’est
I’échelle de Seager et Platz (rapportée par Vuillermoz [119]), avec :

e 0 pour un spermatozoide immobile,

e 1 pour un spermatozoide avec de petits mouvements sur place, de c6té, sans
progression,

e 2 pour un spermatozoide avec des mouvements sur place, rapides, sans progression,

e 3 pour un spermatozoide avec des mouvements sur place, rapides, une progression
intermittente et par a-coups,

e 4 pour un spermatozoide avec une nette progression, mais lente,
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e 5 pour un spermatozoide avec une progression franche et rapide.

SMI et caractéristiques de la semence de chat

La notation terminée, il faut alors calculer la moyenne des notes obtenues par les
spermatozoides observés. Le pourcentage de spermatozoides mobiles dépasse
généralement les 60% et I'éjaculat « normal » de chat contient en moyenne 78% de
spermatozoides mobiles. Notés selon une échelle de progression, de 0 a 5,5, les
spermatozoides du chat obtiennent de bons scores, souvent supérieurs a 4,5 [79].

Pour obtenir une valeur tenant compte a la fois du pourcentage de spermatozoides mobiles
et de la mobilité progressive, on calcule I'index de mobilité des spermatozoides (SMI) [48].
SMI= 0,5 x [(Mobilité progressive x 20) + (%mobilité)]. Chez le chat normospermique, il vaut
environ 84,4% [46]. Nous verrons plus loin que le SMI est un des critéres de choix pour
I’évaluation de la semence apres congélation et réchauffement.

1.2.3.ii_Le nombre de spermatozoides :

Des estimations précises, quant a la concentration spermatique, peuvent étre réalisées a
partir d’'une solution de sperme dilué, et a I'aide d’un hématimetre. L'exactitude de la
méthode dépend de la représentativité du prélevement : celui-ci doit étre homogéne et
convenablement dilué. La solution de dilution utilisée est une solution saline hypertonique
de chlorure de sodium a 3% destinée a tuer les spermatozoides afin d’en faciliter le
dénombrement. On peut également utiliser une solution d’eau distillée ou le milieu de
Hancock et Gledhill [128] si I'on veut préserver la semence [46]. La dilution se fait a I'aide de
pipettes automatiques. Le taux de dilution varie de 1/10 a 1/400 en fonction de I’échantillon
et du type de matériel utilisé [46].

Le dénombrement des spermatozoides est ensuite effectué a I'aide d’un hématimeétre dont il
existe plusieurs sortes. L’hémacytometre utilisé au CERCA (Quomed, LTD, Celltrac, CML) est
présenté dans la photo 12.

Photo 12 : Hémacytometre utilisé au CERCA
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L’hématimetre de Malassez [119]

La cellule hématimétrique est constituée d’'un plateau de verre, creusé de deux gouttiéres
encadrées par deux tétons surélevés, et d’une plaque de verre quadrillée en 100 rectangles
de 250 microns de longs et de 200 microns de large. La hauteur entre lame de verre et le
plateau est de 200 microns. Le volume de la cellule est donc de 1/100 mm? et de 1mm? pour
100 rectangles.

Le décompte s’effectue sur 10 grands rectangles constitués de 10 petits rectangles chacun
(Figure 9).

Figure 9 : Cellule de Malassez (profil et quadrilllage) [119]
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Hémocytometre de Fusch-Rosenthal [119]

Il consiste en une lame de microscope sur laquelle sont gravés 16 grands carrés de 1 mm de
cOté, séparés par des lignes triples (Figure 10). Chaque grand carré est divisé en 16 petits
carrés séparés par des lignes simples. La partie de la lame contenant le dessin se trouve a 0,2
mm au dessous du reste de la lame ; le volume de chaque petit carré est donc de 1/80 mm?.
Le dénombrement des spermatozoides s’effectue sur 16 petits carrés, ce qui correspond a
un volume de 0,2 mm?>.
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Figure 10 : Quadrillage de ’hémocytométre de Fush-Rosenthal [119]
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Hémocytomeétre de Neubauer [119]:

Il contient 9 carrés de Imm de c6té, le carré central étant divisé selon la grille de Thoma, en
16 carrés séparés par des lignes triples, eux-mémes divisés en 16 petits carrés de 1/256 mm?
(Figure 11). Le dénombrement des spermatozoides se fait sur 5 carrés (les 4 carrés situés
dans les coins et celui du centre).

Figure 11: Quadrillage de 'hémocytomeétre de Neubauer [119]

Technique et mode de calcul [119]

L’échantillon de sperme dilué, convenablement mélangé, est déposé au bord de la lamelle. Il
diffuse par capillarité. L'examen est effectué a I'aide de I'objectif x40 du microscope. Par
convention, les spermatozoides situés sur le haut ou sur le coté gauche du carré son pris en
compte et on ignore ceux situés en bas et a droite (Figurel2). On peut également ne prendre
en compte que les spermatozoides dont la téte se trouve dans le carré en question.
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Figure 12: Diagramme montrant la convention pour le dénombrement des spermatozoides [119]
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Deux dilutions d’un échantillon sont préférables, chacune étant dénombrée et prise en
compte.

Le nombre de spermatozoides par millilitre est obtenu, en fonction des hématimetres,
comme suit :

e Malassez : N dans 10 rectangles x 10 x dilution ;
e Fusch-Rosenthal : N dans 16 carrés x 5000 x dilution ;
e Neubauer : N dans 5 grands carrés x 32000 x dilution.

Caractéristiques de la semence de chat

Chaque éjaculat renferme, en moyenne, 60 millions de spermatozoides [26,79], soit, en
moyenne, 1,73.10° spermatozoides par millilitre.

Au moins 100 a 200 spermatozoides doivent étre visibles sur chaque champ a grossissement
x400 ou x1000 pour une semence non diluée [132].

On peut également utiliser une cellule de Thoma ou la spectophotométrie pour connaitre la
concentration. |l existe deux spectrophotometres disponibles dans le commerce: le
Spermacue® (Minitube) et I’Accuread® (IMV).

11.2.3.iii Identification des substances étrangéres

L'étape suivante consiste en |’évaluation sous fort grossissement de la présence, dans
I’éjaculat, de substances autres que les spermatozoides. On classe ces substances étrangeres
sur une échelle de 0 a 4+ avec 0 pour I'absence de substance étrangeres et 4 pour un champ
de microscope rempli de substance autre que des spermatozoides. On peut remarquer la
présence d’autres cellules : des leucocytes ou des précurseurs de spermatozoides.
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1.2.3.iv_Identification des formes anormales de spermatozoides

Colorations possibles

e Eosine nigrosine :

L’examen morphologique des spermatozoides est effectué apres coloration de I’échantillon.
La coloration la plus utilisée en routine est I’éosine-nigrosine. Elle est la référence en matiere
d’examen morphologique de la semence. Le colorant est constitué d’'un mélange isotonique
de 10% de nigrosine et de 4% d’éosine. Il doit étre conservé au réfrigérateur. Il s’agit d’'une
coloration différentielle. Elle permet de distinguer les cellules mortes (éosinophiles) des
cellules vivantes (non éosinophiles). La nigrosine permet d’éliminer I'effet de coloration de
milieu d0 au premier colorant, ce qui offre une meilleure visualisation des cellules.

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

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

La technique de coloration est la suivante :

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

e VertFCF:

Zambelli et al. ont comparé en 1993 I'emploi de différents colorants dans le spermogramme
de chat [128]: la coloration rapide de rose de Bengale associé au vert FCF [83] a permis
d’obtenir les meilleurs résultats. En effet, la différentiation de l'ultra-structure (et plus
spécialement de I'acrosome) est meilleure et les artéfacts liés a la coloration sont moindre
qgue dans les autres tests étudiés.

e Autres : rose Bengale, méthyle violet, Spermac® (Photo 13) et Giemsa [128,97]

D’autres colorations morphologiques peuvent également étre recommandées : La coloration
au rose Bengale, la coloration a I'aide d’une solution alcaline de méthyle violet (durée de vie
bréve apres reconstitution, environ 10 minutes), la coloration de Giemsa (le temps requis
pour la coloration est de 2 heures) et la coloration Spermac® (spécifique de I’acrosome,
utilisable sur semence congelée).

53



Photo 13: Spermatozoides de chat colorés a I'aide de Spermac® (a : acrosome normal ; b : acrosome anormal)
[97]

Il est également possible d’utiliser un microscope a contraste de phase ou un microscope
électronique, ceci étant peu disponible en pratique courante.

o Effet du jaune d’ceuf et du glycérol

Dans I'étude de Zambelli [128], les interactions entre les diluants et les colorants ont été
étudiées. Le jaune d’ceuf et le glycérol affectent négativement les résultats obtenus avec la
coloration rapide au rose de Bengale et vert FCF car le jaune d’ceuf provoque I'agglutination
et le glycérol diminue la différentiation des ultra-structures. Cependant, la solution de
Hancock et Gledhill conseillée dans I’article contient également du jaune d’ceuf et provoque
donc également I'agglutination. Une centrifugation préalable de la semence permet de
réduire I'impact de ces interférences [128,132].
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Recensement des formes anormales

Une fois la coloration réalisée, on effectue un recensement des spermatozoides morts et des
vivants. Simultanément on réalise le décompte des anomalies morphologiques.

Celles-ci peuvent étre classées en fonction de leur localisation. Parmi elles, on distingue des
anomalies majeures qui se trouvent souvent associées a une baisse de la fertilité, et des
anomalies mineures qui provoquent une diminution de la fertilité seulement si elles sont
suffisamment nombreuses.

Les anomalies les plus fréquentes sont les spermatozoides piriformes, micro et
macrocéphales, bicéphales, les anomalies d’acrosome, les doubles flagelles, les
spermatozoides immatures, les gouttelettes cytoplasmiques distales et proximales, les tétes,
flagelles ou pieces intermédiaires collés et les tétes arrachées (Photo 14) [80]. Les
proportions de ces anomalies sont reportées dans le Tableau 7 [46].

Tableau 7 : Caractéristiques d’un éjaculat de chat normospermique d’aprés Howard et al. [46]

Ejaculats normospermiques
(n=18)
Volume (L) 124,1 49,5
Concentration en 167,6 £43,6
spermatozoides (.10%/ml)
Mobilité (%) 84,4 £5,9
Mobilité progressive 4,2 0,3
Index de mobilité 84,4 15,2
Spermatozoides 17,0 +3,8
mobiles/éjaculat (.10°)
Volume testiculaire (cm3) 4,3 10,6
Spermatozoides normaux (%) 71,6 £t6,4
Macrocéphale 0,1 40,03
Microcéphale 0,1 40,03
Bicéphale 0,2 +0,2
Tricéphale 0,0
Aplasie mitochondriale 0,0
Flagelle enroulé 2,1+1,6
Piéce intermédiaire liée avec 9,3 +3,5
gouttelettes
Piéce intermédiaire liée sans 1,0+1,3
gouttelette
Flagelle lié avec gouttelettes 0,9 46,2
Flagelle lié sans gouttelettes 5,8+7,0
Gouttelettes cytoplasmiques 2,2+1,5
proximales
Gouttelettes cytoplasmiques 6,7 £2,0
distales

Certains chats présentent un taux anormalement élevé d’anomalies morphologiques : nous
développerons cette particularité du sperme de I'espéce féline plus loin [88]. Les chats
normospermiques produisent un sperme contenant moins de 30% d’anomalies
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morphologiques, alors que les chats tératospermiques présentent plus de 60% de
spermatozoides anormaux [46,80,88,119].

e Anomalies de I'acrosome :

- Majeures : labié, en sac, distribution anormale ;

- Mineures : réaction acrosomiale spontanée, lésion sévere, acrosome enflé ou
absent ;

e Anomalies de la téte :

- Majeures : macro-encéphale, micro-encéphale, piriforme, défaut du diademe,
vacuole nucléaire, téte cannelée, forme double, pléiomorphe, forme anormale ;

- Mineures : étroite, détachée, base étroite, sans téte, piriforme, implantation ab-
axiale ;

e Anomalies de la piece intermédiaire :

- Majeures : gouttelette protoplasmique, pseudo-gouttelette, pliée, cassée ;

- Mineures : gouttelette distale ;

e Anomalies de la queue :

- Majeures : enroulée sur elle-méme ;

- Mineures : recourbée, lovée, enroulée distalement ;

e Agglutination spermatique :

- Majeures : téte a téte, téte a queue, queue a queue ;

- Mineures : agglutination avec d’autres cellules.

La prédominance d’un défaut majeur a une signification plus importante qu’une dispersion
d’anomalies. Quand le sperme posséde plus d’'une anomalie, il doit étre classé dans la
catégorie de 'anomalie la plus importante ou dans I'anomalie prédominante si les anomalies
sont de méme signification.
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Photo 14: (coloration au vert FCF et rose Bengale) Quelques formes de spermatozoides retrouvés dans les
éjaculats de chat normospermique (A) ou tératospermique (B) ; acrosome normal (C) ; acrosome lésé (D) ;
acrosome enflée (E) ; absence d’acrosome (F) ; spermatozoide normal (G) ; gouttelette cytoplasmique avec
(H) ou sans (I et J) piece intermédiaire ; gouttelette cytoplasmique proximale (1) ou distale (H et.J) ; flagelle
double (K) ; flagelle enroulé (L) ; macrocéphalie avec aplasie mitochondriale partielle (M)jmicrocéphalie
avec aplasie mitochondriale totale (N) ; flagelle en anneau (O) ; téte piriforme (P)[132]
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Les anomalies observées peuvent également étre classées selon leur origine. C'est ainsi
qu’ont été définies des anomalies primaires, trouvant leur origine durant le développement
des spermatozoides dans les tubes séminiferes et des anomalies secondaires apparaissant
lors du stockage des spermatozoides dans I'épididyme ou les voies urétrales hautes. On peut
enfin citer des anomalies tertiaires survenant lors des maniements de 'animal, lors des
chocs osmotiques que I'on fait subir au sperme, ou provoquées par la toxicité des colorants.
Ceci rappelle I'intérét d’une technique de prélevement soigneuse [119].

11.2.3.v_Viabilité

La viabilité du sperme peut étre évaluée par I'utilisation de la coloration éosine-nigrosine qui
permet comme vu précédemment la différentiation entre les cellules mortes et les cellules
vivantes [132,134].

1.2.3.vi_Le plasma séminal [51]

Le principal obstacle a la réalisation des analyses du plasma séminal est le faible volume des
éjaculats, c’est pourquoi trés peu d’études sont disponibles. Les analyseurs automatiques
ont cependant facilité la tache depuis peu, mais restent peu adaptés au sperme de cette
espéce, ce qui explique sans doute le manque d’information sur la teneur en fructose. Les
résultats confirment que le volume de la semence dépend essentiellement de la production
des glandes bulbo-urétrales et nous indiquent que le fluide prostatique est plus alcalin que le
plasma séminal. Enfin ils suggérent une origine épididymaire de la sécrétion de phosphatase
alcaline.

Les résultats de Johnstone et al. obtenus en 1988 [51] sont reportés dans le Tableau 8.

Le fluide prostatique et les sécrétions urétrales correspondent a un éjaculat obtenu apres
vasectomie. Le fluide prostatique seul est obtenu apres vasectomie et exérése des glandes
bulbo-urétrales. Les résultats indiqués sont les moyennes des électro-éjaculats de 6 chats,
accompagnées de |'écart-type (--).
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Tableau 8 : Caractéristiques du fluide séminal, du fluide prostatique et des sécrétions bulbo-urétrales chez le
chat d’apres Johnstone et al. [51]

Parametres Plasma séminal Fluide prostatique et | Fluide prostatique seul
sécrétions bulbo-
urétrales
Volume d’un éjaculat 0,125 (0,011) 0,165 (0,019) 0,04 (0,006)
(ml)
pH 6,6 (0,1) 6,7 (0,1) 7,8 (0,6)
Densité 1,007 (0) 1,006 (0) 1,007 (0)
Osmolarité (mOsm/ml) 323 (3) 327 (2) 331 (3)
Albumine (g/dl) 0,155 (0,008) 0,115 (0,024) 0,115 (0,009)
Phosphatase acide 23,6 (2,8) 3,7(1,1) 7,0 (1,8)
(U/L)
Alanine Transaminase 18,0 (5,6) 41,2 (5,3) 37,5(9,4)
(U/L)
Phosphatase alcaline 160335 (15558) 445 (170) 281 (164)
(U/L)
Aspartate 16 (2) 13 (2) 22 (4)
Transaminase (U/L)

Calcium (mg/dl) <4 <4 <4
Chlore (meqg/L) 161 (1,4) 163 (3) 159 (0)
CO, total (még/L) 11,4 (0,5) 12,3 (0,7) 12,4 (1,6)

Glucose (mg/dl) 1,0 (0,5) 0(0) 1,5 (0,5)
Phosphore (mg/dl) 1,18 (0,17) 0,20 (0,4) 0,75 (0,015)
Potassium (még/L) 14,1 (0,5) 16,0 (0,6) 15,5 (0,5)

Protéines totales (g/dl) 0,31 (0,04) 0,17 (0,02) 0,19 (0,04)
Sodium (meq/L) 166 (2) 168 (3) 151 (17)
Azote uréique (mg/dl) 16,2 (0,5) 14,0 (0,7) 15,5 (2,5)

11.2.3.vii_ Flore

Une flore bactériologique aérobie a parfois été retrouvée dans des éjaculats de chats
asymptomatiques [49]. Il semblerait que ce phénomene soit lié a une contamination par la
flore urétrale normale lors de I'éjaculation car les mémes bactéries furent retrouvées dans
des cultures de mucus prélevé au niveau du prépuce de chats [49,24].

11.2.4 Potentiel fécondant et fertilité

Les tests de routine vus plus haut sont peu corrélés a la fertilité : en effet, il existe de trés
fortes variations de qualité parmi les éjaculats d’'un méme individu ainsi qu’au sein d’un
méme éjaculat. Il est donc nécessaire de combiner un maximum de tests et de les répéter
pour obtenir un résultat interprétable [93].
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1.2.4.i Ultrastructure et intégrité membranaire
Description[60,83,110]

Les spermatozoides du chat ont une téte allongée, ovale, qui présente deux niveaux de
symétrie : une symétrie axiale et une symétrie plane (latérale). La téte comprend un
acrosome qui entoure presque compléetement le noyau trés condensé. La région du cou
présente un petit rétrécissement et contient des mitochondries qui s’enroulent autour du
complexe axonémal formant le flagelle. La structure axonémale se simplifie et permet le
prolongement du flagelle qui comprend dans toute sa longueur, un complexe micro-
tubulaire formé d’une parie centrale et de neuf paires périphériques surmontées de neuf
fibres denses. Dans la piece intermédiaire, on observe des mitochondries en disposition
circulaire et en périphérie. Les fibres denses vont en s’amincissant a mesure que l'on
s’éloigne de la téte. La piece principale est dépourvue de mitochondries, mais contient une
tunique fibreuse, composée de cotes semi-circulaires. La piece terminale se caractérise par
la disparition progressive de la tunique fibreuse. Le complexe micro-tubulaire n’est alors plus
recouvert que par la membrane plasmique. La membrane de I'acrosome entoure environ les
deux tiers de la téte et la matrice est dense et compacte. La figure 13 représente un
spermatozoide félin vu en microscopie électronique.
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Figure 13: Structure d’un spermatozoide de chat, d’aprés observation en microscopie électronique [110].
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Intérét de la coloration et/ou du marquage

Il semble que lintégrité acrosomiale soit corrélée positivement a la fertilité. Nous
développerons ce point plus loin, avec les autres anomalies rencontrées lors de
tératospermie. L’'ultra-structure de I'acrosome des spermatozoides félins est trés difficile a
visualiser méme avec un microscope a contraste de phase a gros grossissement. Il est donc
nécessaire de faire une coloration ou un marquage.

Coloration

e Triple coloration

La méthode « triple-coloration » fut la premiere décrite. Elle se heurte a deux inconvénients
majeurs : elle nécessite plusieurs étapes chronophages (>2 heures) et un relativement grand
volume de semence, alors que I'éjaculat de chat est le plus souvent de tres faible volume
[83].

Pour évaluer le statut de l'acrosome qui peut présenter des anomalies aussi bien
morphologique que structurale, on dispose de plusieurs autres méthodes. Celles-ci
requierent généralement soit la microscopie électronique a transmission, soit la microscopie
a fluorescence qui sont des outils de précision.

e Rose de Bengale et vert FCF

Pope et al. proposent une méthode de coloration qui associe 1% de rose de Bengale, 1% de
coloration rapide au vert FCF, 40% d’éthanol dilué dans de l'acide citrique (0,1 M) et du
phosphate de disodium (0,2M). 10 microlitres de la solution de coloration sont déposés sur
la semence diluée (1uL de semence pour 9ulL de citrate de sodium dihydraté) et laissés
pendant 70 secondes a température ambiante. La lecture se fait au microscope optique. Les
acrosomes anormaux apparaissent plus pales : d’incolores a rose pale. Les stades précoces
de la réaction acrosomiale apparaissent donc rose pales et les stades plus avancés
présentent une ombre bleue dans la moitié antérieure. Le milieu ajouté a la coloration ne
semble pas modifier les résultats obtenus. Cette méthode obtient des résultats tres corrélés
a ceux obtenus grace a la triple coloration, et ce en une seule et unique étape qui ne
nécessite que 2 a 3 minutes. On note cependant que cette technique ne permet pas de
différencier les cellules mortes, des cellules vivantes comme le permet la technique a triple-
coloration qui posséde une étape au bleu de trypan. On peut supposer qu’ajouter cette
étape a la technique sus-décrite permettrait de corriger ce défaut. Cette coloration est donc
une bonne alternative si I’'on ne possede pas les tests sophistiqués décrits ci-dessous [83].

e Isothiocyanate de fluorescéine associé a une agglutinine de cacahuéete et
fluorophores (Photo15)

Il semble que I'utilisation de isothiocyanate de fluorescéine associé a une agglutinine de
cacahuéete ou des fluorophores EthD-1 et SYBR-14 soient les meilleurs marqueurs. lls
permettent de distinguer si I'acrosome est intact ou non [6]. On peut également utiliser,
comme c’est réalisé chez le chien, un test hypo-osmotique (Hypo-Osmotic Swelling Test)
pour évaluer I'intégrité membranaire [55,83,91].
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Photo 15: Spermatozoide marqué avec l'isothiocyanate de fluorescéine conjugué a une agglutinine de
cacahuete [Al : acrosome intact (forte fluorescence se dégageant de toute la région de la téte) ; NAI :
acrosome non intact (fluorescence cantonnée au segment équatorial)] [88]

e Chlortétracycline

On rapporte également I'utilisation de la chlortétracycline, un antibiotique fluorescent. Avec
cette méthode, on peut différencier les spermatozoides capacités des non capacités, méme
si leur acrosome est intact. Le test est fondé sur le transfert du complexe neutre de
chlorotétracycline a travers la membrane plasmique. L'antibiotique entre dans la cellule si
elle contient un niveau élevé de calcium libre, ionise le calcium en anion et se lie a lui en un
composé fluorescent. Le complexe se lie préférentiellement aux régions hydrophobes de la
membrane cellulaire, ce qui donne un aspect caractéristique de la membrane lorsqu’elle est
visualisée en microscopie [65].

e Cytométrie de flux : décondensation de la chromatine et apoptose

Il existe des anomalies autres que les dommages acrosomiaux qui soient corrélées
négativement a la fertilité. C'est pourquoi l'intégrité de la chromatine est également
étudiée. En effet, comme nous verrons plus tard, chez les chats tératospermiques, la
décondensation du noyau se fait mal au moment de la fécondation. L’analyse de la structure
de la chromatine (protamines, histamines, ADN) peut donc se révéler enrichissante. Elle se
fait par la méthode de cytométrie de flux. De la méme facon, le phénomeéne d’apoptose se
produit physiologiquement au sein du sperme vers la fin de sa maturation. Il apparait que les
chats tératospermiques ont un taux d’apoptose moins élevé, ce qui sera également
développé plus loin. [93]
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1.2.4.ii _Capacité a se lier a la zone pellucide ou a la pénétrer

Des tests de liaison a I'ovocyte homologue et hétérologue, ainsi que des tests de pénétration
de la zone pellucide ont été mis au point [37,69,105]. lls évaluent le potentiel fécondant. En
effet, ils sont des indicateurs de la capacitation.

e Adhésion a la zone pellucide d’ovocyte homologue :

C’est un test disponible pour les chromosomes ayant subit la réaction acrosomiale. Certains
auteurs [37,65], comme nous le verront plus loin, ont rapporté que les spermatozoides
réfrigérés ou congelés se lient en plus grand nombre que les cellules fraichement prélevées.
Ceci semble s’expliquer par la perte de l'intégrité acrosomiale, qui réduit le potentiel
fécondant. Ce test ne peut donc pas étre une référence pour I'évaluation de la qualité de la
semence lorsqu’elle est réfrigérée ou congelée [37,65]. De plus, le test de capacité a se lier a
la zone pellucide n’est pas un test bien corrélé a la viabilité car certains spermatozoides
vivants ne se lient pas a la zone pellucide [93].

e Pénétration de la zone pellucide d’ovocyte homologue ou hétérologue (intra-
spécifique) :

C’est un meilleur indicateur de la capacitation car les spermatozoides ne font plus que se lier
a la zone pellucide, ils la pénétrent. Les ovocytes doivent étre conservés dans une solution
saline pour ne pas accomplir prématurément la réaction corticale, ce qui fausserait le
résultat, permettant a un grand nombre de spermatozoides non capacités de pénétrer. Ce
test est également disponible pour analyser la semence des félins sauvages [65].

e Pénétration de la « zona-free » d’ovule de hamster (Photo 16) :

Les ovocytes sont traités avec une solution de hyaluronidase a 0,1% afin de dissoudre les
cellules du cumulus et avec une solution de trypsine a 0,2% pour éliminer la zone pellucide.
Sans ces traitements préalables, les spermatozoides hétérologues, méme capacités, seraient
incapables de pénétrer I'ovule. Ce test peut se révéler tres utile dans le cas d’évaluation de
la semence de félins sauvages pour lesquels on ne dispose pas forcément d’ovocyte
homologue [18,69].

Photo 16 : Pénétration de la « zona-free » » d’ovule d’hamster par un spermatozoide de chat domestique
[téte enflée (fleche) et queue attachée dans le vitellus de 'ovule] [47]
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e Fécondation d’ovocytes homologues :
C’est le test le plus fiable, car le plus proche de la situation in vivo.

1.2.4.iii _Taux de fécondation

Le taux de fécondité apres fécondation in vitro varie de 40 a 50% si la maturation des
ovocytes se fait in vitro et de 60 a 80% si la maturation se fait in vivo (Pope, données
communiquées personnellement a Farstad [29]).

La fécondation in vitro a réussi chez le chat tant pour la production d’embryons que pour
leur développement [36]. Des embryons ont également pu étre produits chez le tigre
(Panthera tigris) et chez le chat du désert indien (Felis silvestris) [29,45].

Cependant, peu de données sont disponibles quant a I'application de ces méthodes de
fécondation in vitro a I’appréciation de la qualité du sperme de chat. Le critére le plus fiable
pour évaluer la valeur reproductive d'un futur étalon reste pourtant I'étude de sa
descendance, comme c’est réalisé chez les bovins. Cependant cela nécessite de nombreuses
inséminations sur de nombreuses générations de femelles et donc des colits conséquents.

11.2.5 Caractéristiques de la semence, comparées selon le mode de prélevement

Comme nous l'avons vu dans ce méme chapitre, la semence collectée par vagin artificiel est
celle correspondant le mieux a celle obtenue lors d’une saillie naturelle. Il semblerait que le
flush épididymaire donne des résultats similaires. Seule la proportion de gouttelettes
cytoplasmiques, signe d’inactivité, serait plus importante [46]. Nous développerons ici, les
caractéristiques de la semence obtenus par les autres moyens de récolte que nous avons
vus : I'électro-éjaculation et le cathétérisme urétral.

11.2.5.i Caractéristiques de la semence récoltée par électro-éjaculation

Les volumes de sperme obtenus dans les différentes études s’échelonnent de 0,042mL a
0,74mL et le nombre de spermatozoides de 0,09 a 153.10° par éjaculat. Il existe donc une
grande variabilité des résultats obtenus par électro-éjaculation. Les résultats des différentes
études sont regroupés dans le Tableau 9.
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Tableau 9 : Caractéristiques de la semence récoltée par électro-éjaculation selon plusieurs études

Nombre Nombres Volume (uL) Concentration (.10°) Mobilité
de chats | d’éjaculations progressive
EE VA EE VA
(%)
Platz et al. 6 45 224 +£50 29,7 19 70,4 £2,6
[79] 6 45 34 +4,8 60,7 82,5+2,7
+12,9
Platz et 17 303 233 28 (9-153) 60 (47-81)
Seager[80] (140-
738)
Pineda et 4 8 260 £130 42,7 65 +14 (44-
Dooley (110- (11,1- 85)
[76] 490) 65,9)
4 8 60 +20 60,97 +31 | 58 +27 (4-
87)
Howard et 18 124 +10 167 +43,6 84,40 5,9
al. [46]
Sojka et 6 24 40 (10- 57 (3- 78 (35-
al. [102] 120) 143) 100)
Zambelli 13 127,5 319,7
etal. +132,3 +159,2
[132] (30-400) (76-633)

Les caractéristiques du sperme obtenu par cette méthode sont relativement semblables a
celles de la semence obtenue par la technique du vagin artificiel : viabilité, mobilité et
osmolarité restent inchangées [26,132]. Des gestations ont été obtenues avec du sperme
prélevé par cette méthode, ce qui vient corroborer nos informations sur sa qualité. Un seul
éjaculat permettrait d’inséminer plus d’une femelle [80]. Cependant il semble que le pH de
la semence recueillie par électro-éjaculation soit plus alcalin que celui obtenu par vagin
artificiel. Le pH moyen physiologique étant de 7,4, on incrimine la plus grande contribution
des glandes sexuelles accessoires stimulées par les influx électriques. On obtient donc un
éjaculat d’un plus grand volume et moins concentré [132,26]. Des pourcentages plus élevés
de formes anormales sont rapportées parfois [80], mais des études ont prouvé
ultérieurement qu’il n’y avait pas de lien entre la proportion d’anomalies morphologiques et
la méthode de récolte [89,107]. De plus, Les anomalies sont présentes dans les mémes
proportions dans I'épididyme caudal avant et aprées électro-éjaculation [5].

11.2.5.ii Caractéristiques de la semence récoltée par cathétérisme de 'urétre

apres injection de médétomidine

Le sperme obtenu est de plus petit volume (10,5 #5,3 uL), plus concentré (1868,4
+999,8.10°/mL) et de pH plus acide (7,0 +0,4). Le plasma séminal est présent en moins
grande quantité que lors d’électro-éjaculation, ce qui peut expliquer cette différence de pH
[134].

Les résultats de I'étude [134], comparant le sperme collecté par cathétérisme urétrale et
électro-éjaculation apreés injection de médétomidine, sont reportés dans le Tableau 10.
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Tableau 10 : Comparaison des caractéristiques du sperme obtenu par électro-éjaculation (EE) et par vagin
artificiel (VA) d’aprés Zambelli et al. [134]

Sperme | Volume pH Mobilité Mobilité Viabilité | acrosomes | Concentration | Nbre
(L) totale | progressive (%) normaux (.20°/mL) de spz
(1a5) (%) total
(.10°)

cu 10.5 70 |781 4,7 +0,5 80,0 93,6+3,4 | 1868,4£999,8 | 21,0
+5,3 +0,4 | 9,6 +10,1 +18,1

EE 67,1 79 |781 4,5 +0,5 81,4 92,4+3,3 | 542,94577,9 | 33,6
+259 | +0,4 | +10,3 +9,6 +34,5

11.2.6 Qualité de la semence et fréguence de prélevement [4,5]

Axner et al. ont montré que la mobilité et le pourcentage de spermatozoides normaux sont
plus élevés dans un second éjaculat récolté par électro-éjaculation, 5 a 10 minutes apres le
premier (respectivement 70,7 % + 12,7 vs 55,7% + 20,8 et 54,6% * 1,2 vs 40,9% * 24,5) [4].
Les anomalies observées dans le premier éjaculat étaient surtout des gouttelettes distales et
des queues enroulées. Ces anomalies peuvent étre du au vieillissement des spermatozoides
dans I’épididyme. L’intervalle de 5 a 10 minutes semble adapté puisque les saillies sont
naturellement répétées a ce rythme chez le chat dans les conditions naturelles. On peut
donc conseiller de récolter un deuxieme éjaculat systématiquement et ce quelque soit la
méthode de préléevement [5]. On note cependant que la concentration en spermatozoides
est moindre dans ce deuxieme éjaculat [4].

Toutes les informations pratiques nécessaires a la réalisation d’un spermogramme de
routine et les résultats que I'on peut en attendre sont résumés dans I'annexe 4 (Annexe 4 :
Spermogramme et caractéristiques de la semence féline selon le mode de prélevement).

L’analyse de la semence se décompose donc en deux temps :

Le premier temps est représenté par I’analyse macroscopique : aspect, volume, pH,
osmolarité. Vient ensuite le spermogramme en lui-méme: mobilité, concentration,
identification des formes anormales, viabilité, analyse du plasma séminal... Toutes ces
analyses de routine sont plus ou moins faciles a réaliser, mais elles ne sont que des
indicateurs puisque nous avons vu que le potentiel reproducteur ne pouvait étre
réellement évalué que par le taux de fécondation. Le taux de liaison et de pénétration de
la zone pellucide en sont de précieux indicateurs. Il est nécessaire d’avoir I’estimation la
plus précise de la qualité de la semence afin de pouvoir proposer a la congélation un
sperme qui pourra subir ce traitement tout en conservant son potentiel fécondant.

Dans I'espéce féline, le sperme de chat est concentré, de trés faible volume et contient de
fortes proportions de formes anormales de facon trés fréquente (nous développerons plus
loin cet aspect pathologique propre a la semence du chat domestique et des félins
sauvages). Nous avons également vu que ces caractéristiques variaient en fonction du
mode de prélévement utilisé.
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Il. Facteurs influencant la qualité et la quantité de la semence

Nous abordons un domaine encore peu exploré. Peu d’études sont consacrées chez le chat a
I’endocrinologie de la reproduction notamment. En effet, les dosages hormonaux sont, chez
le chat, de mise en ceuvre tardive de plus, les études cytogénétiques sont encore trés rares.
C'est pourquoi ce chapitre traite plus de la libido et du comportement du chat que de la
gualité de la semence elle-méme.

1.1 Affections d’origine génétique ou congénitale

11.1.1 Anomalies chromosomiques

L'altération du nombre des chromosomes sexuels est responsable d’anomalies de la fonction
de reproduction. Chez le chat male, les conséquences de ces anomalies gonosomiques sont
connues grace aux males de robes « écailles de tortue » ou tricolore.

En effet, le géne donnant sa couleur orangé a la robe (loccus « o ») est porté par le
chromosome sexuel X. Ce géne est épistatique pour le géne de la couleur noire (« + ») et du
caractére moucheté. Son alléle est exprimé chez les sujets porteurs de 2 chromosomes X,
donc chez les chattes normales. Or, on a trouvé des chats males « écailles de tortue » ou
tricolore. Leur fréquence semble étre de 1 pour 3000 chats. Il y a donc une anomalie
chromosomique chez ces males. On peut méme parler de syndrome de Klinefelter car la
plupart du temps le caryotype montre 39 chromosomes dont 2« X» et 1«Y ». Chez
beaucoup de ces chats, on observe une hypoplasie testiculaire. Les testicules sont de taille
réduite et la migration vers le scrotum est retardée ou incompléte. On observe parfois une
monorchidie (absence de développement d’'un testicule), voire une cryptorchidie et une
spermatogénese incomplete, méme dans des testicules de volume normal et en position
scrotale. Chez ces animaux, toue la lignée germinale dégénére. Cependant les cellules de
Sertoli semblent fonctionnelles. Le comportement sexuel de ces animaux est d’ailleurs
souvent normal. L’analyse du caryotype révele bien des caryotypes 39XXY (29%), mais il
existe d’autres configurations. Les différents types de caryotypes et la fertilité associée sont
répertoriés dans le Tableau 11 [49].

Tableau 11 : Caryotype et fertilité des chats male tricolores ou écailles de tortue d’apreés Johnstone et al.
[49].

Caryotype Nombre de Nombres de Nombre de Nombre de

chats chats fertiles chats stériles chats de

fertilité

inconnue
39,XXY 11 0 11 0
38,XX/38,XY 7 3 3 1
38,XY/38, XY 6 5 1 0
38,XY/39,XXY 6 1 4 1
38,XX/57,XXY 4 0 4 0
38,XY/57, XXY 2 1 0 1
38,XY/39,XXY/40,XXYY 1 0 1 0
38,XX/38,XY/39,XXY/40XXYY 1 0 1 0
38 10 25 3
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L’existence de chimeres explique la fertilité de certains animaux (26%).

111.1.2 Intersexualité

L'intersexualité, c’est I'état d’'un animal dont le sexe n’est pas parfaitement différentié. On
distingue chez le chat deux cas d’intersexualité : I’'hermaphrodite vrai qui possede les
gonades et les organes génitaux des deux sexes, et le pseudo-hermaphrodite qui possede les
gonades d’un seul sexe et les organes génitaux évoquant I'autre sexe.

111.1.2.i Hermaphrodisme vrai

Vuillermoz [119] rapporte qu’un cas a été décrit par Felts et al. sur un chat américain a poils
courts de 4 ans présentant une incontinence urinaire et une hématurie. Cet animal possédait
un utérus bicorne expliquant I'incontinence et des ovotestis bilatéraux.

l1.1.2.ii Pseudohermaphrodisme

Quelques cas de pseudohermaphrodisme ont été décrits. Il s’agit de chats présentant des
testicules, le plus souvent abdominaux, et un tractus génital femelle, plus ou moins
développé, dont la présence anormale a pour conséquence une incontinence urinaire. Leur
vulve est infantile souvent plus ventrale qu’a la normale. Jamais on ne note la présence chez
ces chats de clitoris péniforme, pourtant fréquent chez les chiens pseudo-hermaphrodites.
Malheureusement, on ne dispose pas encore d’étude cytogénétique, ni d’étude hormonale
sur ces animaux [119].

111.1.3 Autres malformations

I1.1.3.i Ectopie testiculaire [89, 119]

Normalement les testicules sont descendus dans le scrotum avant la naissance. Cependant,
ils peuvent chez certains chats rester mobiles dans le trajet inguinal et étre difficilement
percus avant la puberté. Il est donc plus judicieux d’attendre 7 a 8 mois avant de faire un
diagnostic d’ectopie testiculaire.

La fréquence de cette anomalie chez le chat est tres faible (moins de 4 pour 1000). On ne
sait si elle est héréditaire.

Le plus souvent, elle est unilatérale et abdominale. Le testicule gauche est plus
fréguemment touché que le droit.

Les symptomes associés a cette ectopie sont souvent inexistants. Si les chats ectopiques
unilatéraux semblent capables de se reproduire, les cryptorchides doubles sont stériles et
leur libido est peu marquée. Ills ont méme parfois un phénotype asexué, voire féminisé.
Cependant, on note parfois une concentration et une mobilité moindre chez les animaux
ectopiques unilatéraux.

L’évolution vers la tumorisation de la gonade interne ne semble pas étre de rigueur. Le seul
traitement est chirurgical.

Les ectopiques unilatéraux, qui sont fréqguemment fertiles comme nous I'avons vu, sont
écartés de la reproduction en raison du potentiel caractere transmissible de cette affection.
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l1.1.3.ii_Hypoplasie testiculaire

L’hypoplasie testiculaire congénitale peut étre la conséquence de I'infection par le virus de la
panleucopénie du foetus et du nouveau-né. Les testicules sont alors atrophiés et la
spermatogénese inexistante. Lorsque I’hypoplasie testiculaire est associée a une dilatation
scrotale, elle peut étre due a une infection par le virus de la péritonite infectieuse féline.

111.2 Affection d’origine hormonale

111.2.1 dysendocrinies

De tres nombreuses dysendocrinies peuvent étre responsables de stérilité ou d’hypofertilité
dans I'espece féline. Ces interférences peuvent étre d’origine :

e Endogéne : hypercorticisme, hypothyroidie (peu fréquente)
e Exogéne : progestagenes de synthése fréquemment utilisés en thérapeutique chez le
chat, anabolisants a activité androgéne, corticoides ou antifungiques.

11.2.2 Hypogonadisme [119,43]

L’étiologie de I’hypogonadisme est encore trés mal connue dans I'espece féline. Il est certain
gu’il faut envisager les causes reconnues dans les autres especes comme les subcarences
alimentaires en vitamines liposolubles et en acides gras polyinsaturés, d’autant plus que le
chat y est tres sensible. Les dysendocrinies (cortico-surrénalienne et thyroidiennes) ont aussi
des répercussions importantes sur I'équilibre gonadique, de méme que les atteintes graves
de I'état général (troubles hépatiques, rénaux ou diabete). Ces hypotheses sont donc a
vérifier avant d’essayer de traiter ’lhypogonadisme.

Comme chez le chien, I'hypogonadisme ne peut étre affirmé que par une épreuve de
stimulation (prise de sang avant et 24 heures apres injection par voie intramusculaire de 300
a 500 Ul d’'hCG), la concentration post-stimulation doit étre supérieure a 45nmol/L.

Herron [43] recommande des injections de testostérone (0,25 a 0,5 mg/Kg), notamment
pour les reproducteurs agés, tout en reconnaissant qu’aucun déficit sécrétoire en hormone
male n’ait été mis en évidence. Cet auteur mentionne par ailleurs qu’une utilisation
prolongée de la testostérone inhibe la spermatogénése. On préconisera donc l'injection de
testostérone que chez les individus agés et sur une courte période de traitement. Dans tous
les autres cas, on évitera d’utiliser ces injections.

Les données concernant I'endocrinologie gonadique du chat sont encore peu nombreuses,
mais avec le développement de I'élevage félin et I'intérét croissant des propriétaires, comme
des vétérinaires pour les chats, on peut espérer accroitre rapidement dans les prochaines
années la connaissance de la pathologie de la reproduction féline.

I11.3 Affection d’origine néoplasique

Les tumeurs génitales ne sont pas des causes importantes d’infertilité dans I'espece féline.
Elles sont rares, et ne surviennent que chez les animaux de plus de 8 ans. Les affections de la
prostate, néoplasiques ou non, sont exceptionnelles. Des tumeurs testiculaires ont été
rapportées, notamment des tumeurs des cellules de Sertoli, chez des chats &dgés. Ces
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tumeurs uni- ou bilatérales semblent toucher indifféremment des testicules eutopiques ou
ectopiques. Les seuls symptémes observés sont des symptomes locaux et ceux associés a
une géne mécanique. On ne dénote jamais de signe de féminisation. Il existe des possibilités
de métastases [119].

I11.4. Autres causes d’infertilité

11.4.1 Facteurs environnementaux

111.4.1.i Eclairement

De la photopériode dépend I'activité sexuelle et la libido. Comme chez la femelle, le male est
tres sensible a la photopériode, dont dépend son activité sexuelle et sa libido. Il faut donc
essayer d’augmenter |'éclairage artificiel des chats dont la fertilité reste discutable [119].

111.4.1.ii Stress

Tout stress peut affecter la libido. Notons que le transport est un facteur de stress important
et gu’il peut affecter de facon considérable la libido. Ceci peut poser probleme lors saillie
organisée a distance.

111.4.1.iii Alimentation [119]

La malnutrition est également un facteur de stress, mais plus insidieuses sont les carences
d’une alimentation incorrecte.

Seules les carences graves ou les déséquilibres majeurs durables produisent des effets nets.
Parce que la fonction de reproduction est prioritaire, elle est I'une des premiéres a étre
affectée par les déficits nutritionnels.

D’un point de vue qualitatif, les aliments indispensables sont les acides gras essentiels, les
vitamines liposolubles, la vitamine B12 (elle intervient dans le catabolisme des stéroides),
I’acide pantolénique (c’est un cofacteur de la synthese des stéroides), I'iode (qui intervient
dans le métabolisme thyroidien) et le phosphore (c’est un élément clé des transports
d’énergie a I'échelle cellulaire).

De plus, le chat est sujet a des troubles du métabolisme de la vitamine A. L’hypervitaminose
A provoque une dégénérescence testiculaire qui s’accompagne d'un arrét de la
spermatogéneése. Elle correspond en général a un surdosage de foie d’animaux de boucherie
dans le régime alimentaire. D’autre part, le chat, du fait de son impossibilité a métaboliser le
B carotene, est tres sujet a ces hypovitaminoses A dont les conséquences sur la fonction de
reproduction restent a démontrer. On note cependant que cette affection se traduit par
I'apparition de lésions ankylosantes de la colonne vertébrale. La raideur qui en résulte peut
rendre le coit impossible et/ou douloureux.

Tout comme la malnutrition, I'exces alimentaire est un facteur d’infertilité par perturbation
des métabolites hormonaux, notamment celui des acides gras précurseurs d’hormones
stéroides. L'obésité affaibli également la spermatogénese. Elle peut rendre le coit difficile.

Nous verrons plus loin que certaines carences majorent la tératospermie.
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111.4.2 Sperme de mauvaise qualité

Les autres causes de mauvaise qualité de semence chez le chat méle sont peu étudiées. Il
s’agit de I'oligospermie et de I'azoospermie. Nous avons choisi de consacrer un chapitre a la
tératospermie du fait de l'importance de ce phénoméne dans cette espece. Nous ne
traiterons ici que des autres causes de mauvaise qualité de la semence.

11.4.2.i Surexploitation

Comme nous l'avons vu précédemment, et ce quelque soit la méthode de prélevement
utilisée, les males ne doivent pas étre prélevés plus souvent que tous les 2 ou 3 jours [108].
Une récolte hebdomadaire est le plus souvent rapportée [50,78,80,26]. En effet, lors d’une
récolte biquotidienne (2 prélevements a 10 minutes d’intervalle), la concentration en
spermatozoides diminue au 6ome jour et la fréguence des anomalies augmente a partir du
4°™ jour (+15% au 6°™ jour). Il ne semble pas nécessaire d’effectuer deux récoltes
successives pour « vider » le ductus deferens des spermatozoides morts ou anormaux dont
on a longtemps pensé gu’ils s’y accumulaient. En effet, les volumes, concentration,
pourcentage de mobilité et pourcentage d’anomalies morphologiques ne varient pas d’un
prélévement a I'autre [108].

111.4.2.ii Hyperthermie testiculaire

Une inflammation du scrotum entraine une infertilité, généralement temporaire (30 a 60
jours selon [43]). Si elle n'est pas soignée, elle peut aboutir a une stérilité définitive.
L'inflammation du scrotum, voire des testicules, s'observe relativement fréquemment chez
le chat. Elle est la conséquence des plaies, blessures et griffures a ce niveau ou d’une
contamination rétrograde. Une dermatose prurigineuse peut aussi provoquer des irritations
et une augmentation de la température testiculaire. L'orchi-épididymite peut également
étre consécutive a une hernie inguinale ou périnéale. On mentionne les brucellas (espéece
non précisée) et le virus de la péritonite infectieuse féline comme cause d’orchite peu
fréquente [119].

111.4.2.iii _Age [101,102]

Le chat male est fertile des 10 mois en moyenne. Mais, bien souvent, la qualité du sperme
est alors médiocre : de nombreuses gouttelettes cytoplasmiques dans les spermatozoides et
de nombreuses formes anormales des spermatozoides sont observées. La concentration
peut étre faible. Passé I'age d’un an, ces anomalies disparaissent généralement. Chez les
vieux chats, on observe également fréquemment une baisse de la concentration en
spermatozoides. Sojka [101] considére que la semence n’est de tres bonne qualité qu’aprées
12 mois et jusqu’a au moins 6 ans.

72



IIl.5 Tératozoospermie

11I.5.1 Définition [46,120,123]

Un animal tératozoospermique produit un éjaculat contenant moins de 40% de
spermatozoides normaux. Au contraire, le sperme d’un male normospermique contient plus
de 60 % de spermatozoides normaux.

1ll.5.2 Etiologie [46,120, 123]

La fréquence des chats tératospermiques est trés élevée, puisqu’on trouve plus de 29% de
males touchés dans la population de laboratoire [120]. Cependant, il semblerait que I'espece
féline soit touchée dans son ensemble [46].

L’étiologie de cette affection est encore linconnue|dans cette espéce. Des études ont été
menées chez certains grands félins sauvages comme le guépard [120] et dans une
population isolée de lions [123]. On a pu établir un lien avec la consanguinité et la
diminution du panel génétique qui en résulte. Une concentration diminuée en testostérone
circulante a également été corrélée a l'incidence de la tératospermie.

Chez le chat domestique, I'élevage intensif et la perte présumée de diversité génétique liée a
la consanguinité augmente la tératospermie et la concentration de spermatozoides dans
I’éjaculat. Les études ont été menées sur une génération et n’ont pas révélé de différence
histomorphométriques entre les parents et les enfants. On note cependant une taille
augmentée des testicules chez les males tératospermiques (30% plus large) et un volume
des tubes séminiféres plus grand de 40% environ (p<0,05) [70].

Un lien direct entre une carence en sélénium et des anomalies du flagelle a pu étre mis en
évidence par Olson et al. chez le rat [73]. Ceci met en lumiere I'importance d’une nutrition
optimum nécessaire a la spermatogénéese et la maturation épididymaire.

Les genes exprimés par le testicule sont en voie d’expérimentation. Pukazhenti et al. [84]
nous donnent déja quelques indications : 71 génes sont surexprimés (2 genes de réparation
de I'ADN et de recombinaison) et 97 sont sous-exprimés par rapport aux chats
normospermiques (6 genes de réparation de I’ADN et de recombinaison, 5 génes de
transcriptions, 5 génes d’apoptose et 4 géne du cycle cellulaire). D’autres études plus
précises concernant ces genes « candidats » sont nécessaires, afin de mettre en lumiére leur
role dans le caractere tératospermique de la semence.

111.5.3 Caractéristigues de la semence de chats tératozoospermiques et anomalies

morphologiques les plus fréguentes

En 1990, Howard et al. [46] a comparé deux populations de chats, I'une tératospermique et
I'autre normospermique. Les caractéristiques des éjaculats sont répertoriées dans le Tableau
12.
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Tableau 12 : Caractéristiques séminales, volume testiculaire, et incidence des spermatozoides de
morphologie normale et anormale chez les chats normospermiques et tératospermiques (moyenne * écart

type, p<0,05) [46]

Ejaculats normospermiques Ejaculats tératospermiques
(n=18) (n=18)
Volume (pL) 124,1 49,5 97,4 9,5
Concentration en 167,6 43,6 361,3 +43,6
spermatozoides (.10%/ml)

Mobilité (%) 84,4 5,9 73,3 £5,9

Mobilité progressive 4,2 10,3 3,7+0,3

Index de mobilité 84,4 15,2 73,6 15,2

Spermatozoides 17,0 +3,8 24,6 £3,8

mobiles/éjaculat (.10°)
Volume testiculaire (cm?) 4,3 +0,6 3,810,6
Spermatozoides normaux (%) 71,6 6,4 33,816,4
Spermatozoides anormaux (%)

Macrocéphale 0,1 +0,03 0,2 0,03

Microcéphale 0,1 +0,03 0,2 0,03

Bicéphale 0,2 +0,2 2,110,2

Tricéphale 0,0 0,8 +0,5

Aplasie mitochondriale 0,0 0,4 10,1

Flagelle enroulé 2,1+1,6 5,3%1,6

Piéce intermédiaire liée avec 9,3 +3,5 24,1 £3,5
gouttelettes

Piece intermédiaire liée sans 1,0+1,3 2,3+1,3
gouttelette

Flagelle lié avec gouttelettes 0,9 16,2 5,4 6,2

Flagelle lié sans gouttelettes 5,8+7,0 8,217,0

Gouttelettes cytoplasmiques 2,2+1,5 5,1+1,5
proximales

Gouttelettes cytoplasmiques 6,7 £2,0 12,1+2,0

distales

Le volume de I'éjaculat, la mobilité, la mobilité progressive, I'index de mobilité et le volume
testiculaire sont comparables dans les deux populations étudiées. La concentration est plus
élevée dans la semence des chats tératospermiques, mais il n'y a pas de différence
significative entre les deux populations en ce qui concerne le nombre de spermatozoides
mobiles par éjaculat (p<0,05) [46]. Il apparait cependant dans d’autres études que le nombre
de spermatozoides soit supérieur [47,120].

Les chats tératospermiques produisent plus de spermatozoides car leur tissu de synthése est
plus développé. De plus, les cellules germinales sont plus nombreuses par cellule de Sertoli
et la réduction du nombre de cellules (apoptose) lors de la spermatogénése est moins
intense. Des études récentes montrent que la dégénérescence cellulaire physiologique est
maximale pendant la phase de méiose [13]. En outre, un index mitotique de 2,8 suggére que
le taux d’apoptose normal apres les deux premieres méioses est d’environ 30% [31]. Les
chats tératospermiques ne perdent que 15% des cellules germinales a ce stade. On sait
également que ces chats produisent 30% de spermatides en plus par pachytéene [31]. On a
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donc un disfonctionnement au niveau de I'apoptose et de la phagocytose, associé a une plus
grande production cellulaire (index méiotique augmenté [70]). Ceci contribue a augmenter la
concentration cellulaire du sperme des chats tératospermiques. Le cycle de production des
spermatozoides a été étudié récemment [31] et a permis de mettre en évidence 8 étapes de
10,4 jours en moyenne chacune, ce qui correspond a une spermatogénése de 46,8 jours (soit
4,5 cycles). On note I'absence de certaines générations de cellules sur des champs (un
relativement grand nombre) sans pouvoir I'expliquer. Le nombre total de cellules germinales
pour une cellule de Sertoli est de 9,8 au stade |. Nous sommes donc confrontés au plus faible
rendement des cellules de Sertoli parmi les especes de mammiferes étudiées de nos jours
[31,70]. Grace au grand volume que représentent les tubes séminiféres (70 a 90% du
testicule) et parce que le cycle est de courte durée, I'efficacité de la spermatogénése chez le
chat n’est considérée que comme légerement inférieure comparée a celles des autres
especes domestiques [31].

On suppose une adaptation du testicule a la tératospermie par un meilleur rendement. Le
gain en termes de quantité se fait donc au détriment de la qualité, suggérant un
disfonctionnement majeur de la fonction testiculaire chez les animaux tératospermiques. De
méme, il a été démontré que des anomalies étaient présentes dans I'expression des genes
testiculaires chez ces chats [89,46]. Ces individus compensent la pauvre qualité de leur
semence par une quantité abondante. On retrouve cette politique quantitative avec la
copulation multiple, fréquente chez le chat et chez certains félins sauvages comme le lion.

La morphologie des spermatozoides est le caractére qui differe le plus entre les deux
populations de I'étude d’'Howard et al. (p<0,01) [46]. Les chats tératospermiques produisent
une plus grande proportion de spermatozoides anormaux, et ce quelque soit le type
d’anomalie morphologique étudié. L'anomalie la plus fréquemment rencontrée chez les
chats normospermiques est la liaison de la piece intermédiaire associée a des gouttelettes
cytoplasmiques distales. Chez les chats tératospermiques, on retrouve également tres
souvent cette anomalie, associée a des gouttelettes cytoplasmiques (distales ou proximales)
et un flagelle lié avec ou sans gouttelette. Cependant, I'anomalie la plus fréquente dans
cette population est I'enroulement du flagelle.

Dans cette méme population, les anomalies de la téte affectent 3,3% des spermatozoides,
contre seulement 0,4% chez les chats normospermiques [46]. Dans I'espéce humaine, on
attribue les anomalies de téte a une méiose anormale [135]. Aucune étude de ce type n’a
été menée chez le chat jusqu’a aujourd’hui.

On remarque également la forte proportion de spermatozoides avec un acrosome
défectueux. La microscopie électronique a transmission révele plusieurs anomalies de cette
structure, comme des grandes vacuoles, la protrusion de la matrice acrosomiale et un
acrosome replié sur lui-méme [46].

Des résultats similaires ont été publiés par Howard et al. en 1993 [48].

Il semble que les anomalies morphologiques observées chez le chat soient liées a un trouble
conjoint de la spermatogénése et du transport épididymaire. Ces anomalies ont été
retrouvée dans du sperme collecté par flush épididymaire [58]. Il ne s’agit pas simplement
de cellules dgées, accumulées depuis longtemps dans I'épididyme puisque des récoltes
multiples ont montré les mémes résultats de fagon constante. En outre, les anomalies sont
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présentes dans les mémes proportions dans I'épididyme caudal avant et aprés électro-
éjaculation [5]. Ni la fréquence du préléevement et ni la méthode de collection ne semblent
donc modifier I'incidence de ces malformations d’apres Tanaka et al. [107,108]. Or, Axner et
al. ont montré que le deuxieme éjaculat, récolté 5 a 10 minutes aprés le premier, montrait
un sperme plus pauvre en gouttelettes distales et plus riche en flagelles enroulés ; cette
étude appuie donc la these des anomalies présentes par vieillissement des cellules dans
I'épididyme [3,5,4]. En effet, les gouttelettes distales disparaissent la plupart du temps
pendant ou apres I'éjaculation. Elles ne semblent toutefois pas altérer la fertilité [5]. De plus,
les anomalies de flagelles peuvent s’expliquer par les variations de pH et I'action osmotique
stressante du plasma séminal qui vient se surajouter. Aux vues de ces observations
concernant les anomalies du flagelle, nous prendrons donc spécialement garde au pouvoir
osmotique et au pH des diluants utilisés [5]. Malheureusement, les conditions
expérimentales observées par Tanaka et al. [107] et Axnér et al. [4] ne sont pas
comparables, on peut donc difficilement conclure sur |origine effective de ces
malformations. On peut toutefois certifier que la proportion des anomalies de téte et
d’acrosome n’est pas influencable par la fréquence de récolte car elles se forment lors de la
spermatogénese et de la spermiogénese [3].

En effet, la plupart des modifications fonctionnelles impliquent ['altération ou la
modification des protéines épididymaires a la surface du spermatozoide pendant son
transport. En outre, I'acquisition de la capacité a lier la zone pellucide se fait également dans
I’épididyme [48]. Un taux de testostérone faible, comme nous le verrons plus loin, peut
influencer ou directement altérer la fonction testiculaire et épididymaire.

Howard et al. [48] ont étudié le pouvoir fécondant des spermatozoides tératospermiques .
lls ont montré que le taux de division embryonnaire, ainsi que le taux de pénétration de la
zone pellucide étaient meilleurs chez les chats normospermiques (86,3% et 73,7%) comparés
aux chats tératospermiques (50,3% et 24,1%). Cependant le développement embryonnaire
de la morula au blastocyte et la proportion de spermatozoides normaux liés a la zone
pellucide ne different pas entre les deux populations. De plus, il semble que les
spermatozoides anormaux soient capables de se lier a la zone pellucide (29%). Cependant,
seulement 3% des spermatozoides I'ayant pénétrée présentent une anomalie et tous étaient
normaux dans |'espace périvitellin. Il semblerait également que les spermatozoides normaux
des chats tératospermiques pénetrent moins facilement la zone pellucide que leurs
homologues structuraux prélevés chez des chats normospermiques: des anomalies de
I'ultra-structure rentrent donc certainement en compte dans le dysfonctionnement de ces
cellules. Ces résultats indiquent que la liaison a la zone pellucide est un bon test pour écarter
les spermatozoides morphologiquement anormaux, mais que ceux-ci peuvent conserver leur
pouvoir fécondant et leur capacité a produire un embryon se développant normalement. Les
anomalies structurales plus fines ne sont cependant pas détectées par cette méthode.

11.5.4 Capacitation et réaction acrosomiale in vitro

L’internalisation d’ions calcium extracellulaires est un pré-requis indispensable a la réaction
acrosomiale comme vu précédemment (page 32). L'ionophore calcique A23187 facilite les
transports membranaires de calcium et permet ainsi artificiellement la capacitation [88]. En
effet, la réponse a la stimulation par I'ionophore calcique est corrélée au taux de pénétration
des spermatozoides humains dans la zone libre des ovocytes d’hamster [117]. Chez ’homme
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infertile, les spermatozoides répondent moins bien a la stimulation par I'ionophore calcique
[53] ou la progestérone [72] : la capacitation se fait donc moins bien que chez 'homme
fertile. Ceci suggére un lien direct entre anomalie de I'acrosome et baisse de la fertilité. De
plus, on sait que les spermatozoides de chats tératospermiques se lient et pénétrent moins
bien la zone pellucide d’ovocytes in vitro [48]. L’hypothese que les spermatozoides avec une
anomalie de I'acrosome ne peuvent pas étre capacités et subir la réaction acrosomiale a été
expérimentée chez le chat par Long et al. en 1996 [61]. On a exposé les spermatozoides a
I'ionophore calcique A23187 et a des extraits solubilisés de zone pellucide de chat. La
cinétique de la capacitation a été suivie par I'emploi d’'une agglutinine de cacahuete
conjuguée a l'isothiocyanate de fluorescéine qui est un marqueur spécifique de la
membrane externe de I'acrosome. Les spermatozoides de chat normospermique ont finit
leur capacitation en seulement 2 heures, ce qui est beaucoup plus rapide que le temps
requis par les spermatozoides de chats tératospermiques (2,5 heures). Les individus
tératospermiques possedent donc une semence partiellement incapable de subir Ia
capacitation. Il ne s’agit pas d’un artéfact relié a une mort cellulaire plus importante car la
mobilité était conservée et comparable dans les deux populations étudiées: normo et
tératospermique. Le calcium ionophore a induit la capacitation dans de plus grandes
proportions (70%) que les extraits de zone pellucide (30%). Méme les spermatozoides
normaux prélevés chez les chats tératospermiques et sélectionnés par « swim-up »
présentaient un retard a la capacitation par rapport a leurs homologues prélevés chez les
chats normospermiques. On note dans ces échantillons traités la persistance de
spermatozoides a anomalie acrosomiale. |l semble donc que ce retard a la capacitation soit
tres lié a des modifications structurales fines de I'acrosome (dont on ne peut s’affranchir par
« swim-up »), en plus des anomalies morphologiques. Ceci expliquerait le fait que les
éjaculats de chats tératospermiques traités par « swim-up » pénétrent la zone pellucide des
ovocytes homologues dans des proportions moindre que chez les chats normospermiques
[48].

11.5.5 Bases moléculaires de la capacitation

Chez la souris, la phosphorylation est un des mécanismes de régulation de la réaction
acrosomiale : I'utilisation d’un inhibiteur de la tyrosine kinase réduit le taux de réaction
acrosomiale induite par contact avec la zone pellucide [1,59].

Le réle de la phosphorylation de protéines spermatiques par la tyrosine dans la capacitation
chez les males tératospermiques a été étudié par Pukazhenti et al. en 1996 [85]. Le chat
exprime au moins deux protéines phosphorylées par les tyrosines (p160 et p95, de 160 et 95
kDa). L'inhibition des tyrosines kinases par I'emploi de tryphostine a permis de réduire la
phosphorylation de ces deux protéines. Ceci a eu pour conséquence le blocage de la réaction
acrosomiale induite par la zone pellucide. La pénétration de celle-ci est donc inhibée. La
capacitation semble stimuler ces deux protéines, mais dans de moindres proportions chez
les tératospermiques.

Ces résultats indiquent que la réaction acrosomiale induite par la zone pellucide est régulée
par un mécanisme impliquant une tyrosine kinase ainsi que 'AMPc comme second
messager. Chez les chats tératospermiques, un disfonctionnement dans ce mécanisme
perturbe linteraction entre les protéines (pl60 et p95) présentes sur la membrane
plasmique du spermatozoide et les glycoprotéines de la zone pellucide de I'ovocyte [85,88].
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On avance I'hypothése d’un stress oxydatif accru, associé a la création de radicaux libres
[111].nous détailleront cet aspect plus loin, lors du choix des diluants.

De plus, comme nous I'avons vu précédemment, rentrent en jeu un défaut de perméabilité
membranaire et/ou un trouble du transport du calcium. On note que chez I'homme
tératospermique, le taux de calcium apres stimulation de la réaction acrosomiale par la
progestérone est anormalement bas [72]. De plus, dans cette méme espéce, certains
individus stériles présentent une faible proportion de phospholipides dans la membrane des
spermatozoides, altérant ainsi la fluidité membranaire. La capacitation s’en trouve donc
logiguement perturbée [86,88].

111.5.6 Stabilité de ’ADN nucléaire

La qualité de la chromatine des spermatozoides de morphologie normale chez les chats
tératospermiques a été étudiée selon deux séries d’expériences. En effet, il semblerait que
ces spermatozoides soient incapables de décondenser leur ADN a l'intérieur de I'ovule,
mettant en péril la fertilisation et la formation du pronucléus [88].

La dénaturation de 'ADN a été testée par Ballachey et al. [10] a I'aide de colorant orange
d’acridine métachromatique en association avec une cytométrie de flux. Le sperme de chat
tératospermique semble se dénaturer plus facilement (données non publiées de Penfold et
al.). La chromatine issue de ce sperme présenterait selon I'auteur des sites de « pause » qui
affecteraient négativement la fertilisation [10].

La décondensation du noyau spermatique, étudiée par Anzalone et al. en 1998 [1], semble
étre plus fréquente chez les chats tératospermiques. En effet, aprés seulement 40 minutes
d’incubation dans une solution contenant 2% de (w/v) SDS, 0,04 mg d’héparine et 40 mmol
de glutathione réduit par litre, une proportion plus grande de spermatozoides a accomplit
une décondensation du noyau chez les males tératospermiques. Ces résultats ont été
obtenus quelque soit le traitement effectué au préalable : « swim-up » ou lavage. Grace a
une technique d’émission de rayons X a induction de protons, cette tendance a la
décondensation nucléaire a été reliée a une diminution de la concentration en sulfure au
niveau des tétes des spermatozoides (p<0,05, tératospermiques 63 fg contre
normospermiques 72 fg). L’auteur émet I'hypothese que la décondensation serait due a un
manque de protamine ou une formation de disulfide au sein et entre les protamines. Il est
toutefois nécessaire d’effectuer de nouvelles expériences pour déterminer la structure
compléte de la chromatine chez les chats tératospermiques avant de chercher a comprendre
les mécanismes de ses disfonctionnements potentiels.

Nous avons vu la forte fréquence de la tératospermie dans l'espece féline et ses
conséquences sur la qualité de la semence. Les spermatozoides morphologiquement
anormaux présentent une capacitation plus longue et un défaut de réaction acrosomiale et
de pénétration de la zone pellucide dus a la structure anormale de leur acrosome. Ceci les
handicape pour féconder les ovocytes. Nous avons vu que l'altération fonctionnelle pouvait
étre d’origine structurale (anomalie de I'acrosome) ou moléculaire (absence ou défaut des
protéines phosphorylées par les tyrosines kinases (160 et 95 kDa)). On note également une
sensibilité accrue au choc induit par le froid et le stress osmotique, ainsi qu’une
condensation incomplete de I’ADN contenu. Ceci confirme le fait que les anomalies

78



morphologiques du sperme sont essentiellement d’origine épididymaire et liées au
processus de maturation.

La figure 14 récapitule les défauts structuraux et fonctionnels observés dans la semence
féline.

Figure 14: Représentation schématique des défauts structuraux et fonctionnels observés chez les spermatozoides de
chats tératospermiques (morphologiquement normaux ou non) [89]
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11.5.7 Anomalies hormonales associées

Howard et al. [46] ont étudié les taux circulants de FSH, LH et testostérone chez les chats de
deux populations : tératospermique et normospermique. Aucune différence significative n’a
été mise en évidence pour les taux de LH et FSH.

Beardsley et al. [11] ont cependant montré que la baisse des taux de FSH et de testostérone
chez les rats adultes entraine un défaut de désengagement des spermatides qui restent
attachées des cellules de Sertoli pendant la spermation.

Des études menées chez le lion par Brown et al. [16] n’ont pas pu établir de lien entre le taux
de testostérone, la concentration en récepteurs aux gonadotropines et les caractéristiques
morphologiques du sperme.

Cependant, la concentration moyenne de testostérone circulante est deux a trois fois
supérieure chez les chats normospermigues. On peut'donc penser qu’il existe un lien entre
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la faible concentration en testostérone et la production de spermatozoides pléiomophiques
[46,70].

La littérature contient peu d’études mettant en évidence une relation entre le taux de
testostérone circulante et l'incidence du pléiomorphisme des spermatozoides chez les
espéces non-carnivores. Cependant, des troubles de la fertilité ont été décelés chez des
étalons présentant une libido peu active, et corrélés a un taux basal de testostérone trés
bas, ainsi qu’a un pourcentage de formes anormales avoisinant les 91% [7].

111.5.8 Tératozoospermie chez les grands félins sauvages

Le but de notre travail expérimental présenté plus loin consiste en la mise en place d’un
protocole de congélation de la semence de chat en vue d’en faire un modeéle pour la
sauvegarde des grands félins. Il nous a donc semblé intéressant de développer ici les
similitudes des caractéristiques du sperme des différentes especes de félins.

22 des 28 especes de félins sauvages dont le sperme a été étudié se sont révélées
tératospermiques, comme le présentent le Tableau 13 [48] et la figure 15 [89]. La plupart du
temps, la tératospermie s’accompagne d’oligospermie ou d’aspermie.

Tableau 13 : Caractéristiques du sperme des félins d’aprés Long et al. [61]

Ejaculat Chat Léopard Tigre Chat Guépard | Léopard Panthére
(Felix (Prionailus (panthera (Felix (Acinonyx tacheté de Floride
catus) bengalensis) tigris) catus) jubatus) (Néofélis (Felis
normosp. | n=43 n=62 tératosp. | n=60 nebulosa) concolor
n=45 n=31 n=147 coryi)

n=39

Volume 0,23 0,291+0,1 6,46 £0,4 | 0,20 1,510,1 0,95+0,1 | 1,60,2
10,06 10,09

Concentration 198,0 55,6 7,7 38,86,7 | 215,0 29,3+5,6 | 37,6+3,3 |9,31,9

(.10%/ml) +19,3 +10,6

Mobilité (%) 86,2 68,4 £2,9 70,8 £3,1 | 80,2 67,0£2,0 | 66,1+1,4 | 50,3+4,0
1,7 1,4

Mobilité 4,2+0,3 | 3,60,1 3,5+0,6 |3,7+0,2 | 3,610,1 3,40,1 2,7 £0,2

progressive

Spermatozoides | 76,2 68,8 +4,6 62,1+1,8 | 24,6 21,3+2,0 | 159+3,1 | 8,6+1,1

normaux (%) +3,1 +1,6

Spermatozoides | 23,8 31,2 4,1 37,9+2,1 | 75,4 78,7+1,3 (84,1+1,3 |91,4+1,1

anormaux (%) +1,3 2,4

Acrosome 3,5+0,4 | 4310,8 6,2+0,1 |2,6+0,1|154+2,1 |36,7+2,3 | 36,5%2,2

anormal
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Figure 15 : Pourcentage de spermatozoides normaux d’aprés Pukazhenti et al. [89].

80
70
60
50
40
30
20
10
0
o _ —
S E L EE3B EE5ELET ELESE5322YL LT EE S8
g 38 ggfaisgs e L2538 323
28w 20s5=2"s5 A 22 ETw g s T gL
g 3 9 8 o o é“ggg z s 2226205
ot
§ © 3 ¢ c o 23 § 3283 T
= g = = < g = = o  E 2 ¥
B = S £ = & 2 “ 35
[ (.- - _I:
c = w
= L
o [+

Le guépard produit une trés grande proportion de spermatozoides anormaux par éjaculat :
65 a 76% d’aprés Wildt [120,121,122]. Le taux sérique de testostérone chez les guépards
anesthésiés est généralement compris entre 0,3 et 0,5 ng/ml [121,122], ce qui correspond
aux valeurs mesurées chez le chat tératospermique [46].

On retrouve la méme corrélation entre tératospermie et taux bas de testostérone chez le
lion. Deux populations de lions ont été étudiées en Tanzanie par Widt et al. en 1987 [123].
Une d’elles posséde une grande variabilité générique et ne produit que 25% de
spermatozoides pléiomorphiques avec un taux de testostérone circulante de 1,2 a 1,8 ng/ml.
L'autre est géographiquement isolée, issue d’'un nombre restreint d’individus (15) et sa
variabilité génétique est réduite (forte homozygotie): elle produit environ 50% de formes
anormales par éjaculat et sa concentration sérique en testostérone circulante est de 0,4 a
0,7 ng/ml.

L'incidence du type d’anomalie retrouvée semble étre étroitement liée a I'espece étudiée
[46]. Le guépard, le |éopard et le puma produisent le plus fréquemment des spermatozoides
avec un flagelle enroulé ou une piece intermédiaire liée, alors que les lions semblent plus
touchés par les gouttelettes cytoplasmiques et les flagelles liés [120,121,123].

Chez 'homme, on retrouve nombre de cellules diploides ou aneuploides et seulement 3,1%
des spermatozoides exprimant une information chromosomique correcte. Par exemple,
nombre de cellules présentent une protéine du cytosquelette dans la région du flagelle, alors
gu’elle n’est habituellement présente qu’au niveau de la téte.

La co-incubation de spermatozoides de chats normospermiques, de léopards (Prionailurus
bengalensis) ou de tigres (Panthera tigris) avec des ovules con-spécifiques a donné lieu a une
fécondation dans plus de 60% des cas. Le tigre et le |éopard sont connus pour produire peu
d’anomalies morphologiques. Au contraire, peu de fécondation ont eu lieu avec le sperme
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de chats tératospermiques (50,3%), de guépard (26,2%), de puma (33,5%) et de léopard
tacheté (0%). Les trois especes de félins sauvages citées appartiennent a des espéces
connues pour étre tératospermiques. On peut donc dire que la fertilisation in vitro connait
des résultats moindres en présence de gametes anormaux en grandes quantités [45].

De méme la capacitation est plus longue dans ces especes, comme chez le chat
tératospermique [61] : le Iéopard, le |éopard tacheté et le guépard produisent une semence
qui nécessite 3 heures pour étre capacitée, alors qu’il suffit de 2 heures au chat
normospermique. Les spermatozoides de tigre n’ont pas méme réussi la capacitation dans
les conditions de |’expérience. L'expérience de Byers et al. [18] a cependant permis la
capacitation des spermatozoides de tigre de Sibérie en 2 heures d’incubation a 37 °C dans du
plasma séminal ou un milieu capacitant.

111.5.9 Comment s’affranchir de ce probleme ?

En 1990, Howard et al. [46] ont montré que la technique de « swim-up » permettait
d’améliorer la qualité de la semence de chats tératospermiques. Ceci nous concerne tout
spécialement car il pourrait s’avérer nécessaire d’obtenir une semence de qualité avant
d’envisager de mettre en place le processus de congélation qui altérera de facon immuable
une partie des spermatozoides comme nous le verrons plus loin.

Les auteurs ont étudié I'évolution de la qualité du sperme une heure aprés traitement, en
comparant les procédés de « swim-up », de centrifugation et de dilution. Les résultats
obtenus sont reportés dans le Tableau 14. Les éjaculats n’ayant pas subi de « swim-up » ont
été centrifugés et remis en suspension dans le surnageant.
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Tableau 14 : Influence de la dilution, de la centrifugation et du « swim-up » sur la viabilité et la morphologie

des spermatozoides chez les chats normospermiques et tératospermiques [46] (p<0,01).

Traitement du sperme

Ejaculats normospermiques (n=18)

Ejaculats tératospermiques (n=18)

Dilution | Pasde Pasde | « Swim- | Dilution | Pasde Pasde | « Swim-
dilution | « swim- up » dilution | « swim- up »
up » up »
Mobilité (%) 84,4 76,4 75,3 90,8 73,3 64,7 63,6 88,6
+1,2 +1,2 +1,2 +1,2 +1,2 +1,2 +1,2 +1,2
Mobilité 4201 | 3,701 | 3901 | 4401 | 3,701 | 3,30,1 | 3,401 | 4,001
progressive
Index de 84,411 |7511,1|7631,1|8901,1|7361,1|6561,1|6631,1|84,01,1
mobilité
Spermatozoides | 71,62,3 | 43,92,3 | 41,92,3 | 65,92,3 | 33,82,3 | 22,72,3 | 25,82,3 | 56,4 2,3
normaux (%)
Spermatozoides anormaux (%)
Macrocéphale | 0,10,04 0,0 0,10,04 0,0 0,20,04 | 0,10,04 | 0,10,04 0,0
Microcéphale | 0,10,03 | 0,10,03 | 0,10,03 0,0 0,20,03 |0,10,03 | 0,10,03 0,0
Bicéphale 0,20,2 0,10,2 0,10,2 0,0 2,10,2 1,50,2 1,60,2 0,20,2
Tricéphale 0,0 0,0 0,0 0,0 0801 | 0401 | 0501 | 0,10,1
Aplasie 0,0 0,0 0,0 0,0 0401 | 0,101 | 0,20,1 | 0,101
mitochondriale
Flagelle enroulé | 2,108 | 3,50,8 | 4,008 | 0908 | 5308 | 10,008 | 8,708 | 2,30,8
Piece 9318 10318 | 9,01,8 6,218 |24118 14618 |14,318 | 11,51,8
intermédiaire
liée avec
gouttelettes
Piece 1,005 | 3,705 | 3,805 | 2,705 | 2,305 | 4805 | 4105 | 2,605
intermédiaire
liée sans
gouttelette
Flagelle lié avec | 0,91,5 | 7,515 | 8015 | 3,515 | 5415 |1991,5 | 18915 | 7,415
gouttelettes
Flagelle lié sans | 5,81,8 | 29,71,8 | 31,71,8 | 1891,8 | 821,8 |21,71,8 | 21,51,8 | 2,018
gouttelette
Gouttelettes | 2,20,3 | 0,20,3 | 0,50,3 | 0,30,3 | 510,3 | 2,303 | 2,50,3 | 2,00,3
cytoplasmiques
proximales
Gouttelettes | 6,716 | 1,016 | 0,816 | 1616 | 12,116 | 1,816 | 1,71,6 | 1,516
cytoplasmiques
distales

Les caractéristiques séminales (% de spermatozoides mobiles, mobilité progressive, index de
mobilité) et la morphologie des spermatozoides ont été modifiées par le traitement infligé
(p<0,01). Chez les chats normospermiques aussi bien que chez les tératospermiques, les
éjaculats n’ayant subi aucun traitement (pas de dilution) et ceux qui ont été remis en
suspension apres centrifugation (pas de « swim-up ») ont montré une diminution de la
mobilité et des formes normales. La centrifugation ne permet donc pas de s’affranchir de la

tératospermie.

83




Le procédé de « swim-up » permet de réduire le pourcentage de formes anormales, excepté
pour ce qui est de I'anomalie de liaison du flagelle dont le pourcentage double. Chez les
chats tératospermiques, on obtient 1,5 fois plus de spermatozoides normaux apres
le « swim-up ». La mobilité (pourcentage de spermatozoides mobiles et index de mobilité ou
SMI) est améliorée quelque soit la population considérée.

Une autre étude d’Howard et al. [48] montre des résultats similaire concernant |'effet
bénéfique du « swim-up » avec un pourcentage de formes normales augmenté (28,6% avant
contre 66,5% aprés), approchant la valeur normospermique des éjaculats témoins (71,8%).

Nous avons vu que la concentration en spermatozoides était plus élevée chez les chats
tératospermiques, mais que le nombre de spermatozoides normaux par éjaculat était le
méme que chez les normospermiques. Il semblerait cependant que I'on ne récupére qu’une
moindre proportion de ces spermatozoides normaux chez les tératospermiques apres
« swim-up »: 4,9% contre 11,1 % chez les normospermiques.

La dilution améliore les qualités du sperme tératospermique. Cependant, elle n’a pas
d’influence sur le sperme des chats normospermiques.

Pukazhenti et al. [85] a montré que le «swim-up» ne permettait pas d’éliminer
efficacement les anomalies acrosomiales qui semblent responsables de la capacitation
incomplete dans la population des chats tératospermiques. Il faut donc relativiser I'intérét
du «swim-up »: cette technique permet de s’affranchir de la plupart des anomalies
morphologiques, mais les anomalies d’acrosome suspectées d’étre a |'origine de I'incapacité
a féconder persistent.

Toutes les informations pratiques nécessaires a la réalisation d’'un « swim-up » sont
résumées dans I'annexe 5 (Annexe 5: Le « swim-up » ou migration ascendante (adaptation a
la semence féline de la technique décrite chez le chien [2])).

Nous avons vu que beaucoup d’affections pouvaient entrainer une baisse de la fertilité,
voire une infertilité compléte: les males « écailles de tortue », I’hermaphrodisme,
'ectopie testiculaire, I’hypogonadisme... Mais surtout, la tératospermie (>60% de
spermatozoides de formes anormales) est une affection trés répandue dans cette espéce
ainsi que chez les grands félins sauvages. L’étiologie de cette maladie reste encore
inconnue chez le chat domestique, cependant on soupgonne la diminution de la variabilité
génétiqgue due a la consanguinité chez certains félins. La semence de chats
tératospermiques contient des spermatozoides en grandes quantités, mais avec une forte
proportion de formes anormales et une fonctionnalité réduite le plus souvent. Le gain en
termes de quantité est donc au détriment de la qualité et témoigne d’un
disfonctionnement de la spermatogénése ainsi que du transport épididymaire. La
principale anomalie altérant le pouvoir fécondant des spermatozoides touche I'acrosome.
Ce peut étre une malformation, visible en microscopie optique, comme une anomalie
structurelle, membranaire. On suppose que la capacitation et la décondensation de ’ADN
sont altérées dans ces cellules anormales. On avance également une relation avec un taux
de testostérone anormalement bas chez certains félins. Il semblerait que la technique du
« swim-up » permette de diminuer la proportion de spermatozoides a morphologie
anormale, mais le pouvoir fécondant ne s’en trouve pas forcément amélioré pour autant.
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IV. Conservation de la semence de chat

La qualité du sperme de chat domestique varie fortement d’un individu a I'autre, de méme
gu’elle fluctue entre les différentes espéeces de félins sauvages. La forte incidence de la
tératospermie semble étre a mettre en relation avec la grande quantité de spermatozoides
présentant un acrosome anormal et la faible variabilité génétique. Un déficit en
phosphorylation de certaines protéines impliquées dans la capacitation est une hypothese
plausible chez le chat domestique et démontrée chez certaines espéces sauvages. Les tests
de liaison et pénétration de la zone pellucide ainsi que le procédé de « swim-up »
permettent de sélectionner une semence de la meilleure qualité possible.

Cependant, il a été démontré que la fécondation in vitro était possible, méme dans les
espéces les plus touchées par la tératospermie [36,90,96]. Le taux de fécondation varie de
40% a 80% selon le traitement infligé aux ovocytes.

Nous développerons ici les techniques de conservation de la semence de chat, les questions
gu’elles soulévent et les moyens de prévenir les risques qui y sont associés. Les études dans
ce domaine sont peu nombreuses et aucun consensus n’a été obtenu jusqu’a présent : les
résultats sont tres variables, mais prometteurs. Toute notre démarche sera tournée vers
I'obtention d’une dose fécondante destinée a I'insémination artificielle. La semence doit en
effet conserver sa viabilité et son potentiel fécondant aprées réchauffement. Notre but est
double : I'amélioration des performances de la reproduction assistée chez le chat
domestique et la conservation de la variabilité génétique chez les félins menacés
d’extinction.

Les principaux problémes rencontrés a la mise au point d’un protocole de congélation sont
relatifs aux lésions membranaires, a la sensibilité des cellules au choc thermique, a la
formation de cristaux de glace et aux solutions de forte osmolarité. Le point critique du
processus de réfrigération est le passage de I'eau a travers la membrane plasmique dont le
taux dépend de la perméabilité de la membrane, du ratio surface-volume de la cellule, de Ia
température infligée et de la différence d’osmolarité entre les milieux intra et
extracellulaires [63]. Nous verrons également que les caractéristiques propres du sperme de
chat compliquent le procédé.

La congélation de sperme peut se faire a partir de semence prélevée par éjaculation ou par
flush épididymaire. Cette deuxieme option est particulierement intéressante pour la
préservation du matériel génétique d’animaux stérilisés ou méme décédés ! On note que la
congélation de tissu issu des gonades male et femelles n’en est qu’a un stade expérimental,
mais peut a terme représenter un outil trés précieux.

IV.1 Conditionnement

IV.1.1 Parametre physicochimique de la dilution

L'incidence d’une solution de dilution sur la conservation de la semence dépend en grande
partie, de I'adéquation de deux paramétres : le pH et 'osmolarité. De plus, la conservation
peut étre améliorée par incorporation d’un ou de plusieurs adjuvants.
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IV.1.1.i Ph, pouvoir tampon

Rappelons que le pH du sperme de chat est d’environ 8,5 et qu’il varie selon la méthode de
prélevement. Le bon sens conduit a tester des solutions de pH voisin de celui de la semence.
En pratique, la détermination, par I'expérience, du pH idéal est délicate. En effet, le pH des
solutions salines habituellement employées, tout comme celui des tampons phosphate et
citrate, varie sensiblement en fonction de la température. Il varie fortement autour du point
de congélation car les sels présents dans la solution cristallisent a des températures
différentes [60]. La meilleure stabilité des tampons organiques (TEST, Tris) est une des
raisons de leur utilisation fréquente. Chez le chat, des diluants a base de tampons
organiques ont donné des résultats encourageants. Ceux-ci sont reportés dans le tableau 15.

Cependant, une étude menée chez la panthere des neiges (Panthera uncia) [95] a montré
I’effet néfaste du pH alcalin sur la semence. La mobilité était altérée et la capacitation ne se
produisait pas dans les conditions habituellement requises pour la semence de cette espéce.

Ces résultats contradictoires sont peut-étre dus aux qualités intrinséques de la semence de
panthere des neiges. Toutefois, il serait intéressant de mener de nouvelles études sur
I'influence du pH sur la mobilité et la capacitation.

IV.1.1.ii Osmolarité, choc hypo-osmotique

L'osmolarité du sperme de chat est comprise entre 290 mOsm/Kg et 320 mOsm/Kg comme
vu dans les chapitres précédents. Le diluant optimum devrait étre isotonique.

Pukazhenthi et al. ont montré en 2000 [87] que le pourcentage de mobilité était influencé
négativement par des milieux d’osmolarité inférieure a 200 ou supérieure a 450mOsm. De
plus, il a été démontré que les dommages créés par les solutions hypotoniques étaient plus
importants que ceux induits par les solutions hypertoniques [34,84,87]. L'intégrité
membranaire est le parametre sur lequel les études ont porté principalement. Le sperme de
chat apparait extrémement résistant aux conditions hypertoniques (600,1200 et
2400mOsm), avec plus de 85% de cellules dont I'acrosome reste intact. Au contraire,
I’exposition a une solution hypotonique majore fortement les lésions de I'acrosome. On note
que la baisse de mobilité semble la premiere modification a apparaitre lors de faibles
variation d’osmolarité [87]. Les cellules germinales sont donc sensibles au choc hypo-
osmotique et elles le sont d’autant plus qu’elles sont issues de chats tératospermiques [87].

On ne connait pas toujours les différents milieux utilisés dans les études que nous avons
citées dans le chapitre sur I'analyse la semence. En effet, ceux-ci ont pu affecter les résultats
obtenus. Certaines études présentent des conclusions dont les différences peuvent
s’expliquer par les dommages infligés aux spermatozoides dus au choc osmotique [5].

Le tableau 15 confirme l'intérét d’utiliser une solution iso-osmotique quelques soient les
traitements infligés a la semence. De plus, la mobilité diminue avec les traitements
thermiques, atteignant ses minimas avec la congélation. Il apparait alors indispensable de
choisir un milieu garantissant une mobilité maximale avant la congélation.
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Tableau 15 : Les effets de quatre osmolarités de tampon TesTris sur la mobilité des spermatozoides de chat
stockés 24 heures a +5°C (valeurs moyennes sur 5 animaux, un éjaculat par animal) d’apres Glover et Watson
1985 [35]

Avant réfrigération Apres réfrigération Apres réfrigération et
stockage

osmolarité % mobilité Indice de % mobilité Indice de % mobilité Indice de

mobilité mobilité mobilité
390 63,0 3,8 50,4 2,8 38,5 2,5
325 64,0 3,9 51,0 3,1 41,9 2,5
260 51,0 2,8 44,2 2,4 42,7 2,6
195 30,7 2,1 28,5 1,9 32,5 2,2
Moyenne 52,2 3,2 43,5 2,6 38,9 2,5

IV.1.1.iii Dilution

Si la survie d’une semence non diluée est faible [36], une dilution trop élevée exerce des
effets néfastes par perte de composants intracellulaires (notamment le potassium) ou a
cause de la dilution des substances protectrices contenues dans le plasma séminal [60].
Howard et al. [46] et Tsutsui et al. [115] diluent un éjaculat dans 200uL de diluant.

La présence du plasma séminal affecte négativement le potentiel fécondant des
spermatozoides d’aprés MclLaughlin et Hamner (1984) [66]. On pratiquera donc le retrait du
plasma séminal apres centrifugation a vitesse réduite (300 g [113] ou 700 g [134]), ce qui
prolonge la durée de vie des spermatozoides.

IV.1.2 Choix d’un diluant

En 2000, Tsuitsui et al. et Tanaka et al. [108,113] ont comparé deux types de milieux : un
mélange de Tris, fructose, jaune d’ceuf et acide citrique (EYC-FC) avec une solution de citrate
de sodium et de jaune d’ceuf (EYC). Le premier a donné les meilleurs résultats, basés sur le
taux de fécondation apres décongélation. La composition du milieu EYC-FC est décrite dans
le Tableau 16. La semence a été diluée une premiere fois a 20°C, puis une deuxieme fois
apres refroidissement a 4°C. La concentration finale en glycérol est de 7%.

Tableau 16:.Composition du diluant utilisé par Tsutsui et al. pour la préparation a la congélation de la
semence de chat [113]

Ingrédients EYC-FC

1% diluant 2°™ diluant

Acide citrique 1,30g 1,30g

Tris (hydroxyméthyl) amino- 2,40g 2,40g

méthane

Fructose 1,00 g 1,00 g
Potassium de pénicilline 100 000 U 100 000 U

Sulfate de streptomycine 0,10g 0,10g

Glycérol - 14 ml

jaune d’ceuf 20 ml 20 ml

Eau distillée (gsp volume final) 100 ml 100 ml
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Zambelli et al. [134] proposent un mélange de Tris, glucose et citrate associé a 20% de jaune
d’ceuf, 8% de glycérol et 1% d’Equex.

Platz et al. [79] avaient utilisé une solution de lactose.

Hay et Goodrowe [40] ont comparé trois diluants contenant 20% de jaune d‘ceuf et 3% de
glycérol : TE (Tris, acide citrique et fructose), TC (Tris, acide citrique et glucose) et CP
(lactose). Dans cette étude, la mobilité progressive diminue de 20% environ par rapport aux
valeurs avant congélation. Les pertes subies aprés dilution en présence de Tris et de
monosaccharides sont moindres que celles infligées par le lactose.

Une étude compare les différents milieux.les milieux Tris et Test obtiennent les meilleurs
résultats. Le milieu TesT est constitué d’acide sulfonique et de méthane de
trihydroxyméthyl-amine dont le pH est de 7,4 et 'osmolarilté de 292 a 325 mOsm/Kg. Le
milieu Tris est constitué de méthane de trishydroxy-méthyl-amine. lls ont été testés,
associés a 4% de glycérol ou de DMSO et de 20% de jaune d’ceuf (l'action des
cryoprotecteurs sera évoquée plus loin). L'étude n’a montré aucune différence entre les
deux milieux [29,5].

Une étude menée chez le chien a montré la supériorité du milieu Tris associé au jaune d’ceuf
[91]. En effet, Rota et al ont comparé les caractéristiques du sperme de chien en incubation
pendant 4 jours a 4°C dans différents milieux (le plasma autologue, le milieu Tris associé au
jaune d’ceuf, le lait écrémé avec du jaune d’ceuf et le lait entier avec du jaune d’ceuf). Les
plus mauvais résultats ont été obtenus avec le sérum autologue : la mobilité est descendue
jusqu’a 0% en 2 jours et les anomalies d’acrosome étaient plus fréquente que dans les autres
milieux. La mobilité était meilleure dans le milieu Tris associé au jaune d’ceuf (53,6%) que
dans le lait (30,4%) ou la créme (14,1%) jusqu’au quatrieme jour. Cependant aucune
différence n’était significative quant au statut acrosomial entre ces trois milieux (p>0,05).

Les milieux TEST et Tris semblent donc étre les plus adaptés. Harris et al. [39] ont comparé
I'effet de la réfrigération sur semence diluée ou non dans le milieu TEST : ils rapportent de
meilleurs résultats dans le milieu TEST (69% contre 51,4%) pour la mobilité et des résultats
identiques entre les deux milieux pour la viabilité (91% contre 88,5%).

1IV.1.2.i Milieu de Hancock et Gledhill

Il semblerait également que la dilution dans la solution de Hancock et Gledhill préserve le
mieux les morphologies des spermatozoides de chat. En effet, certains milieux diminuent la
proportion des gouttelettes protoplasmiques, ce qui n’est pas le cas de cette solution
[128,132].

1V.1.2.ii Refrigeration medium test yolk buffer with gentamycin (Irvin

La composition précise de ce milieu n’est pas disponible actuellement. Ce milieu peut étre
utilisé pour la réfrigération et/ou la congélation de semence de chat.
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IV.1.2.iii Ham’s F10

C'est le milieu utilisé par Roth et al. et Swanson et al. [105,104,94,95]. Il lui ajoute 5% de FCS
qui sont des protéines sérigques de veau.

1V.1.2.iv_Milieu Biggers Whitter witthingtam (BWW)

C’est le milieu utilisé par Howard et al. [47,46]. lIs lui ajoutent parfois du BSA [46].

IV.1.3 Additifs

IV.1.3.i Additifs protéigues : le jaune d’oeuf

Le jaune d’ceuf, le lait entier et le lait écrémé entrent dans la composition de nombreux
diluants de conservation de semence. Leurs propriétés sont désormais reconnues, mais
sujettes a variation selon les espéces étudiées.

Le jaune d’ceuf, en particulier, protége les membranes acrosomiales et mitochondriales. |
préserve la mobilité durant la congélation. Pour obtenir un produit homogene, le jaune
d’ceuf est centrifugé 20 minutes a 1500g. On récupere le surnageant, que l'on dilue a
différentes concentrations dans une solution salée isotonique ou une solution tampon TEST
ou Tris.

Les propriétés du jaune d’ceuf sont dues, pour I'essentiel, a la fraction des lipoprotéines de
basse densité (LDF). Celles-ci interagissent avec les phospholipides de la membrane
plasmatique et la stabilise.

Glover et al. [35] ont montré les premiers que I'adjonction a la semence d’un diluant simple
au jaune d’ceuf (20% vol. /vol. dans du soluté NaCl 0,9%), a raison d’une partie de semence
pour 3 parties de diluant, accroit tres sensiblement sa résistance a des variations thermiques
répétées (p<0,01). Les résultats sont rapportés dans le Tableau 17.

Chez le chat, ces LDF ne présentent pas la méme toxicité a forte concentration que le jaune
d’ceuf. Glover et al. [35] a montré que I'élévation de la concentration en LDF de 2% a 20%
n‘entraine aucune altération significative. Toutefois, les auteurs notent le fait que les
résultats (Tableau 18) obtenus avec la fraction LDF a 2% ou 20% ne sont guére meilleurs
qu’avec le jaune d’ceuf a 2%.
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Tableau 17 : Effet du jaune d’ceuf a 20% (v/v) sur la survie des spermatozoides de chats soumis a des
perturbations thermiques successives d’aprés Glover et al. [35] (le choc thermique expérimental consiste a
immerger les échantillons de semence préalablement maintenus a 37°C, dans de la glace fondante pendant 5
minutes. Moyennes pour 4 animaux. P<0,001)

Sans jaune d’ceuf Avec jaune d’ceuf
% spz mobiles Indice de mobilité % spz mobiles Indice de mobilité
Avant choc 69,3 4,75 70,9 4,50
thermique

Aprés un 1% choc 54,5 4,25 67,5 4,50

Aprés un 2°™ 32,5 3,88 61,8 4,38
choc

Apres un 3°™ 27,7 2,38 50,8 4,25
choc

moyenne 46,0 3,82 62,8 4,41

Tableau 18 : Effets de deux concentrations de jaune d’ceuf et de L.D.F. sur la mobilité et la viabilité des
spermatozoides conservés a +5°C d’aprés Glover et al. [35] (moyenne pour 5 chats, un éjaculat par animal)

Jaune d’ceuf L.D.F.
Concentration | Réfrigération % spz Index de % spz % spz Index de % spz
en additif /conservation | mobiles mobilité colorés mobiles mobilité colorés
2% Avant 70,0 4,0 16,6 63,3 3,9 18,4
réfrigération
Stockage de 57,4 3,5 25,0 46,9 2,8 27,8
24 heures
Stockage de 33,3 2,2 33,4 36,2 2,1 49,2
46 heures
moyenne 52,6 3,2 28,5 48,2 2,9 35,2
20 % Avant 60,2 4,2 16,2 57,6 3,8 12,2
réfrigération
Stockage de 37,1 3,6 25,4 48,5 2,8 24,4
24 heures
Stockage de 36,0 2,9 41,6 45,6 2,9 46,2
46 heures
Moyenne 44,0 3,6 31,6 50,5 3,2 32,4
Moyenne 48,5 3,4 30,1 49,7 3,1 33,8
globale

C’est la moindre sensibilité de la semence de chat au choc thermique qui pourrait expliquer
les effets contradictoires de l'incorporation de lipoprotéines protectrices. On traitera du
choc osmotique plus loin.

Une étude menée par Hermansson et al. en 2007 [42] a montré I'action bénéfique du jaune
d’ceuf dans la congélation de sperme de chat. Il a comparé des éjaculats conservé dans le
milieu Tris avec de la semence conservée dans un mélange de Tris et de jaune d’ceuf a 20%.
La mobilité et le statut acrosomial était meilleur lors d’ajout de jaune d’ceuf. Aucune
conclusion n’a cependant pu étre donnée vis-a-vis de l'intégrité membranaire car la
différence n’était pas significative.
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IV.1.3.ii Sucres

Seuls le glucose, le fructose et le mannose sont métabolisés par la glycolyse au sein des
spermatozoides. D’autres sucres ont cependant été employés dans les diluants comme le
xylose, le lactose ou l'arabinose. On sait que les sucres exercent un effet protecteur non
seulement en tant que substrats énergétique, mais aussi par leur role osmotique et
protecteur. Chez le chat, I'adjonction de glucose, de galactose ou de fructose n’a apporté
aucune amélioration durant une conservation de 96 heures a +5°C [35].

1V.1.3.iii Antibiotiques

Depuis les débuts de I'insémination dans I'espéce bovine, I’habitude a été prise d’incorporer
des antibiotiques dans les diluants. Une association de pénicilline et de streptomycine
(dosées respectivement a 500-1000Ul/ml et 500-1000ug/ml) exerce une activité
antibactérienne de large spectre, sans incommoder les spermatozoides. La plupart des
antibiotiques récents semble également peu toxique, malgré le faible nombre d’études dont
ils ont été I'objet chez le chat [119].

IV.1.3.iv_Autres [119]

La kallicréine, la caféine et les prostaglandines, stimuleraient la mobilité des spermatozoides.
De plus, quelques enzymes semblent intéressantes comme les amylases a ou B qui
préviennent la formation de peroxyde d’hydrogéne, trés toxique pour les membranes. Nous
verrons plus tard avec les additifs antioxydants et stimulants ajoutables avant la congélation
que les résultats ne sont pas univoques.

IV.2 Conservation sans congélation

IV.2.1 Conservation a température ambiante [37,36]

Goodrowe et al. [36] ont montré que la semence de chat se conservait plus longtemps a
température ambiante (23°C) qu’a 37°C. En effet, a 23°C, la mobilité diminue de 97% a 50%
en 2h15. Elle approche encore les 20% apreés 2h40 de conservation. Dans cette étude, le
sperme est dilué au préalable par un rapport 1 pour 1 avec du mBSW. Les résultats obtenus
en ne diluant pas la semence ou en la conservant a 37°C sont bien moins bons : au mieux, la
mobilité atteint 10% au bout de 2h de conservation.

Certains auteurs relatent une baisse de mobilité plus importante pour les échantillons de
sperme épididymaire refroidis que pour les échantillons maintenus a température ambiante
pendant 12 heures [37]. Il semblerait donc que la conservation a température ambiante soit
une solution de conservation a court et moyen terme.

Comme nous le verrons plus loin, ces résultats sont en contradiction avec une étude plus
récente qui préconise le refroidissement [42].

IV.2.2 Conservation a 37°C

La semence non diluée et maintenue a 37°C s’altere trés rapidement: la mobilité des
spermatozoides est quasiment nulle au-dela de soixante minutes [36]. Son utilisation,
notamment pour inséminer une chatte, doit donc suivre immédiatement la récolte et les
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examens de qualité, mais la réalisation quasi-simultanée de la récolte et de la mise en place
n’est pas toujours aisée. Il va de soit que le développement de I'insémination artificielle dans
I'espece féline passe par I'affranchissement de la condition de proximité des deux géniteurs.
D’ou l'intérét de mattriser les différents procédés de conditionnement de la semence pour la
conserver de quelques heures a quelques jours en la réfrigérant ou bien plusieurs mois grace
a la congélation. En effet, la conservation de la semence de chat est actuellement bien moins
connue que celle des animaux de rente, du chien, ou de I'homme.

Il est donc vain d’essayer de conserver la semence a 37°C puisqu’elle se conserve deux fois
plus longtemps a température ambiante (23°C) comme nous I'avons vu précédemment [36].
Par ailleurs, une simple dilution, en parties égales, avec un milieu BSW prolonge la survie des
spermatozoides aussi bien a 37°C qu’a 23°C [36].

Il convient également de maintenir la semence a I'abri de tout facteur de vieillissement
prématuré, comme des variations de pH ou de température. Une fois la réfrigération ou la
congélation réalisée, la température doit rester la plus stable possible. On évitera tout
contact avec l'air.

1V.2.3 Réfrigération

La semence de chien contient encore des spermatozoides mobiles dont la membrane est
intacte apres un stockage de 8 jours a 4°C [127]. On peut donc supposer que la réfrigération
a également des effets bénéfiques pour le stockage du sperme de chat.

La réfrigération a +5°C autorise une utilisation de la semence de chat différée de quelques
heures a quelques jours par rapport a la récolte. Les différentes études rapportent une
conservation pendant 12 heures [37], 24 heures [35,82,83] et méme jusqu’a 5 a 7 jours [39].

Par exemple, le sperme peut étre refroidi jusqu’a la température de 4°C et conservé a cette
méme température pendant 24 a 48 heures dans un milieu TesT (acide sulfonique et de
méthane de trishydroxyméthyl-amine) dont le pH est de 7,4 [5,29].

Habituellement chez les mammiferes, le sperme est refroidi lentement jusqu’a une
température de +5°C a laquelle il est maintenu pendant 20 minutes avant d’étre congelé. La
vitesse de refroidissement est contrélée par |'utilisation d’un réfrigérateur programmable.

Chez le chien, les dommages subis par les spermatozoides sont moindres si la semence est
refroidie lentement. En effet, le nombre de spermatozoides liés a la zone pellucide par
ovocyte est meilleur pour la semence refroidie lentement (3,6 +0,9) que pour la semence
refroidie rapidement (2,4 +0,6) [41].

Chez le chat, Puzakhenthi et al. [86] ont montré qu’un refroidissement rapide (14°C/min) de
25°C a 0°C était plus délétere vis-a-vis de l'intégrité morphologique des spermatozoides
gu’un refroidissement lent (0,5°C/min). On observe des lésions acrosomiales massives, sans
réduction de la mobilité associée. Ceci démontre que |'acrosome est une structure
fortement sensible au froid contrairement a la mobilité qui semble bien résister au choc
thermique.

Une autre étude plus récente [42] remet ces résultats en cause. La mobilité, I'intégrité de la
membrane plasmique et de I'acrosome ont été contrélés apres refroidissement a différentes
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vitesses (0,5°C/min et 3°C/min). Le froid ne semble pas influencer les parameétres observés
qui restent équivalent a la semence fraiche conservée a température ambiante pendant 96
heures.

Zambelli et al. proposent une vitesse de refroidissement de -0,2°C/min [134].

Certaines études remettent méme en question l'intérét du refroidissement en lui-méme
comme processus de conservation de la semence a court terme. Comme vu précédemment,
Goodrowe et al. [37] ont montré que la baisse de mobilité était plus importante pour les
échantillons de sperme épididymaire refroidis que pour les échantillons maintenus a
température ambiante pendant 12 heures [37].

Une piste d’explication nous vient du sanglier chez qui une étude [19] a montré que les
changements de températures réduisent la fluidité membranaire. En effet, des changements
de fluidité membranaire se produisent de fagon physiologique et semblent étre reliés au
phénoméne de capacitation. Le calcium peut reproduire ces changements artificiellement.
De plus, on sait que la membrane plasmique des spermatozoides de certains hommes
stériles contient une moindre proportion en phospholipides, altérant ainsi la fluidité
membranaire [86]. Le refroidissement et le réchauffement sont donc des enclaves au bon
déroulement de la capacitation en ce qu’ils influent négativement sur la fluidité
membranaire.

Toutes les informations pratiques nécessaires a la conservation de semence réfrigérée ou a
température ambiante sont résumées dans I'annexe 6 (Annexe 6 : Conservation de semence
féline réfrigérée ou a température ambiante).

IV.3 Congélation

IV.3.1 Dommages cellulaires

IV.3.1.i Choc thermique

La congélation inflige des dommages irréversibles aux membranes des cellules.

Lorsque la température avoisine 0°C, I'eau se cristallise et les substances dissoutes se
concentrent dans I'eau restée a I'état liquide. La membrane cellulaire constitue un obstacle
au développement des cristaux cellulaires. L’eau intracellulaire reste donc a I'état liquide en
dessous de son point de fusion : elle est en surfusion. On observe de part et d’autre de la
membrane, une différence de pression de vapeur qui entraine une migration de I'eau
intracellulaire vers le compartiment extracellulaire. Si la vitesse de congélation est lente,
I'eau a « le temps de fuir » hors de la cellule et de cristalliser a I'extérieur. En revanche,
lorsque cette vitesse est élevée, I'eau migre peu, la différence de pression de vapeur
augmente et I'eau cristallise dans la cellule. La formation de cristaux intracellulaires serait
beaucoup plus nocive que la formation de cristaux extracellulaires, ce qui expliquerait la
nocivité des congélations ultra-rapides. Les inconvénients des vitesses lentes seraient au
contraire dus a des modifications des concentrations et du pH, ainsi qu’a des précipitations.
Le rythme optimal d’abaissement de la température serait un compromis entre ces deux
facteurs d’altération [60].
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La fourchette de température entre -10°C et -40°C représente la zone de sensibilité
maximale pour la semence. En dega, il y a formation d’un eutectique : I'eau et les substances
dissoutes cristallisent simultanément et la semence se comporte alors comme un corps
simple [60].

Il semblerait, d’aprés Pukazhenthi et al. [86], que les spermatozoides issus de chats
tératospermiques soient plus sensibles que ceux prélevés sur les chats normospermiques,
méme apres traitement (« swim-up »). lls sont en effet plus susceptibles de développer des
anomalies acrosomiales lorsqu’ils sont soumis a un refroidissement de -4 a -14 °C par
minute.

Une étude plus récente [42], n’a pas montré de différence significative en ce qui concerne la
sensibilité au froid des spermatozoides éjaculés et des spermatozoides d’origine
épididymaire. En effet, les variations de mobilité, de statut acrosomial et d’intégrité
membranaire n’ont pas été influencées apres congélation par |'origine du préléevement de la
semence.

IV.3.1.ii Choc hypo-osmotique

Rappelons ici que I'osmolarité de la semence de chat et d’environ 300mOsm/L et qu’elle est
surtout sensible aux conditions hypo-osmotiques. Les principales altérations observées sont
des Iésions membranaires.

D’apres PuKazhenthi et al. [88], le retrait des cryoprotecteurs osmotiquement actifs réduit la
perte de mobilité et les dommages membranaires.

IV.3.1.iii _Stress oxydatif

La production de radicaux libres dans les éjaculats congelés augmente de facon significative.
Il en résulte une peroxydation des lipides membranaires qui peut entrainer des altérations
de I'acrosome proches de la réaction acrosomiale, ainsi qu’une perte de mobilité irréversible
[55]. Une modification profonde du métabolisme de la cellule et une augmentation du
transport de composés intracellulaires sont également rapportées chez le sanglier [75]. La
membrane plasmique et la chromatine sont également des structures susceptibles d’étre
sensibles au stress oxydatif.

Il semblerait que les plus gros dommages cellulaires causés par les radicaux libres le soient
au moment du réchauffement post-congélation.

De plus, une étude menée chez la souris [111] a montré que la concentration en vitamine E
dans le sperme de |'épididyme est trés forte. La consommation en Vitamine E semble
beaucoup plus forte dans la partie caudale de I'épididyme (70%) que dans sa partie
proximale (13%). Ceci suggere la participation des radicaux libres aux modifications
acrosomiales et membranaires qui ont lieu lors de la capacitation.

Chez 'lhomme, l'utilisation de pentoxifylline, de caféine, de L-carnitine et d’acéthyl-carnitine
a été proposée chez les individus subfertiles [100]. En effet, le role du stress oxydatif dans la
réaction acrosomiale et la capacitation a été établi dans cette espece du fait de la sensibilité
des structures riches en acides gras polyinsaturés comme les membranes. Son effet néfaste
sur la mobilité, la viabilité et la fonction fécondante des spermatozoides a également été
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prouvé. De méme, la chromatine est une structure sensible au stress oxydatif. Les
modifications induites peuvent provoquer I'apoptose, des fragmentations, des crossing-over,
etc. La supplémentation en vitamine E induit une augmentation de la GSH responsable de la
décondensation du noyau et de la formation des microtubules. Cependant, |'efficacité de
cette supplémentation n’a pas pu étre prouvée pour quelque molécule antioxydante que ce
soit.

IV.3.2 Additifs

IV.3.2.i Cryoprotecteurs

Glycérol

Son mode d’action est mal connu et mettrait en jeu une grande affinité pour 'eau. En
présence de glycérol, d’avantage d’eau reste a I'état liquide lors de la congélation. La
concentration relative en électrolytes s’éléve donc moins qu’en l'absence de glycérol.
Pourtant ce phénomeéne n’explique pas tout car le glycérol agit, et parfois plus efficacement,
méme si le temps de contact avec la semence avant congélation est suffisamment court
pour ne pas lui permettre de pénétrer a 'intérieur des cellules. Son action serait donc a la
fois intra et extracellulaire [60].

Il est généralement utilisé a la dose de 20% pour la conservation des gametes de
mammiféres, mais les spermatozoides de chats y sont particulierement trés sensibles. On
recommande donc une concentration de 4 ou 5%, mais n’excédant pas 8%, dose toxique
pour ces cellules [29,69].

Dans l'espece canine, il a été prouvé que l'ajout de glycérol, méme a de faibles
concentrations (4%), n’avait pas d’effet bénéfique sur la mobilité, le statut acrosomial ou la
pénétration des ovocytes homologues [41].

DMSO : diméthylsulphoxide

Nelson et al. [69] a étudié les effets protecteurs du glycérol et du DMSO a différentes
concentrations (4% et 8%). La concentration de 8% de DMSO comme de glycérol semble étre
toxique pour les spermatozoides de chat. L’étude ne permet pas de privilégier I'action d’un
cryoprotecteur plutot qu’un autre (Tableau 19).

Tableau 19: Index de mobilité des spermatozoides (SMI) avant et aprés congélation avec différents
cryoprotecteurs d’aprés Nelson et al. [69]

Traitement SMI avant congélation SMI aprés congélation
4% DMSO 64,2 1,8 56,2 2,6

4% Glycérol 69,7 3,2 67,82,1
8% DMSO 55,01,8 35,12,4

8% Glycérol 56,5 3,4 43,02,5

95




IV.3.2.ii _Antioxydants

Taurine

Luvoni et al. [62] ont étudié I'action de la taurine, un antioxydant osmotiquement inactif,
ajoutée au diluant habituel. La taurine est un acide aminé B qui contient du sulfure et qui est
présent dans le tractus génital de plusieurs mammiféres [68] ainsi qu’en grande quantités
dans les spermatozoides, le plasma séminal et le fluide épididymaire [17]. L’ajout de taurine
augmente la mobilité des spermatozoides aprées réchauffement quelque soit sa dose (25nM
ou 50nM). Cependant, la proportion de spermatozoides ayant subit la réaction acrosomiale
dans I’échantillon congelé supplémenté en taurine était largement plus élevée (>90%) que
dans I’échantillon frais (8 a 30%). L'intégrité acrosomiale a été évaluée grace au test a la
chlorotétracycline [62]. L’augmentation de la mobilité en présence de taurine s’explique
donc par son action capacitante [68], cependant les résultats sont difficilement
interprétables du fait que la congélation en elle-méme peut étre a I'origine des modifications
acrosomiales observées [62]. L'addition de composés stimulants la mobilité peut donc étre
bénéfique, mais il est nécessaire d’associer systématiquement un protecteur cellulaire et
membranaire.

Sélénium

Chez le rat, une carence en Sélénium provoque des anomalies du flagelle que I'on peut
rapporter a un disfonctionnement a la fois de la spermiogénese et de la maturation
épididymaire [73].

De plus, chez 'lhomme subfertile, la complémentation en sélénium est pratiquée, mais
aucun résultat n’est prouvé [111].

Il n’existe pas d’étude pour le chat dans ce domaine.

Vitamine E

Chez le sanglier, I'ajout d’un analogue liposoluble de la vitamine E, le Trolox (l'acide 6-
hydroxy-2,5,7,8-tétraméthylchroman-2-carboxylique), posséde un effet bénéfique sur la
mobilité et I'intégrité des membranes mitochondriales pendant la congélation. Cet effet est
dose dépendant : les résultats obtenus avec la dose de 200uM/L ont été meilleurs que ceux
obtenus avec 100uM/L. La vitamine E a la capacité d’absorber les radicaux libres et sa dose
doit étre choisie en fonction de la concentration en spermatozoides [75].

Aucun résultat n’est actuellement disponible pour I'espéce féline.

Autres : Pyruvate, EDTA et catalase

Chez les bovins, il semblerait que I'ajout de ces composés permette une réduction des effets
déléteres des fortes concentrations en radicaux libres dans la semence décongelée [12].
Cette étude a été menée sur de la semence diluée dans le milieu Tris associé a du jaune
d’ceuf qui est le milieu de référence utilisé dans cette espece. La mobilité était le parametre
pris en compte.

L'utilisation des antioxydants reste empirique puisque leur efficacité sur la mobilité et les
anomalies morphologiques n’a pas été prouvée [57] chez le chat.
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IV.3.2.iii_Détergents

Dans l'espéce canine, on sait que l'ajout d’un détergent, I'Equex® STM, lors de la
congélation, a un effet bénéfique sur la mobilité, I'intégrité membranaire et la longévité
[92]. Ces résultats semblent étre dus a une protection accrue de I'acrosome [81]. Or nous
avons vu que l'intégrité de cette structure était un point clé du potentiel fécondant des
spermatozoides de chat.

Récemment, une étude [6] a montré que I'ajout d’Equex® STM au diluant permettait d’éviter
les modifications acrosomiales « capacitation-like » pendant le processus de congélation, en
préservant l'intégrité de la membrane de I'acrosome. Le composé actif du détergent est le
sulfate de sodium dodecyl. Son action est mal connue : le détergent semble induire une
modification de la structure des lipoprotéines du jaune d’ceuf, les rendant ainsi aptes a
protéger la membrane pendant la congélation. Comme cela avait déja été prouvé chez le
chien, la semence de chat d’origine épididymaire, congelée en présence de 0,5% (v/v)
d’Equex® STM subit moins de dommages acrosomiaux. La proportion d’acrosome intact
aprés congélation en présence du détergent est meilleure, mais reste bien inférieure a celle
présente dans la semence fraiche ou refroidie. De plus, la viabilité des spermatozoides
(laissés 6 heures a 38°C aprés congélation), définie par I’association de deux criteres,
intégrité membranaire et mobilité, est influencée négativement par la présence du
détergent. Il semble que le détergent possede un effet négatif ou une toxicité a haute
température. De nouvelles études sont nécessaires pour démontrer si le fait de séparer le
détergent du milieu immédiatement apres réchauffement annule cette potentielle nocivité
vis-a-vis de la viabilité des spermatozoides.

Zambelli et al. [134] proposent une concentration de 1% d’Equex STM.

1V.3.2.iv_Stimulants

Les caractéristiques de la semence de chat peuvent étre améliorées par I'ajout de caféine,
pentoxifylline et 2’-deoxyadénosine. L'action de ces composés est dose-dépendant. lls
produisent un état d’hyper-activation sans baisse de la mobilité pendant plus de 6 heures a
37°C apres congélation-réchauffement [103]. Ces molécules induisent une augmentation du
taux d’AMPc qui est un second messager, mis en jeu lors du processus de capacitation
comme nous l’avons déja vu. D’apres Stachecki et al. [103], il semblerait que leur présence
réduise la perte de mobilité infligée par la congélation de 10%. De nouvelles études
devraient a présent porter sur I'intégrité acrosomiale des spermatozoides soumis a I'ajout de
tels stimulants.

1V.3.3 Traitements avant congélation

IV.3.3.i Centrifugation

Nous avons vu précédemment que le plasma séminal affectait négativement le potentiel
fécondant des spermatozoides. Son retrait apres centrifugation a 300g prolonge la durée de
vie des cellules d’apres Mc Laughlin et Hamner [66]. Zambelli et al. [129] proposent une
centrifugation pendant 8 minutes.
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IV.3.3.ii_Tératospermie

Nous avons vu précédemment que la tératospermie (>60% de spermatozoides anormaux)
touchait largement la population des chats domestiques et des félins sauvages. En effet,
rappelons qu’une grande proportion des spermatozoides présente des gouttelettes
cytoplasmiques, ainsi que des pieces intermédiaires et des flagelles mal orientés. Les
anomalies acrosomiales sont également légion avec des lésions comme des grandes
vacuoles, la protrusion de la matrice et le repliement de I'acrosome sur lui-méme [69,88]. On
note également des anomalies de la chromatine. Ces malformations n’affectent pas la
mobilité des spermatozoides, mais le pouvoir fécondant est réduit. On cherchera donc a
limiter la proportion des ces spermatozoides anormaux avant la congélation d’un
échantillon.

1V.3.3.iii « Swim-up »

La technique de « swim-up » permet une amélioration du pourcentage de mobilité et de la
mobilité progressive [58,46]. En effet, afin de compenser la réduction de mobilité infligée
par la congélation, les cellules mobiles peuvent étre séparées des non mobiles et des débris
cellulaires. Cependant, ce procédé ne permet pas de réduire la fréquence des modifications
de type capacitation ou réaction acrosomiale, or celles-ci doivent étre impérativement prises
en compte.

Comme vu précédemment (voir le chapitre sur la tératospermie), la technique du « swim-
up » apparait comme une méthode de choix pour sélectionner les spermatozoides normaux,
aptes a féconder [70,46,88,61]. Cependant, elle ne permet pas de s’affranchir complétement
de la tératospermie puisque des anomalies plus fines (membranaires) persistent et mettent
en péril la réaction acrosomiale et la capacitation [61]. On sait que la congélation majore les
Iésions de membranes et ce de facon irréversible. De plus, comme nous I'avons déja vu, les
spermatozoides issus de chats tératospermiques sont plus sensibles aux dommages générés
par le froid que leurs homologues issus de chats normospermiques [87,88].

IV.3.3.iv_Lavage

Zambelli et al. [131] relatent le fait qu’aprés la procédure de «swim-up», des
spermatozoides mobiles sont parfois présents dans le culot et non dans le surnageant
comme on s ‘y attendrait. Ceci peut s’expliquer par la forte proportion d’anomalies
morphologiques chez le chat. Les spermatozoides anormaux se déplaceraient moins bien et
resteraient dans le culot. La mobilité diminue donc aprés séparation du culot et du
surnageant dans certains cas. De plus, dans I'étude d’Howard et al. réalisée en 1993 [48], il
n’y a pas de différence de résultats entre le lavage et le « swim-up » : la mobilité, le SMI, le
taux de fécondation et le taux de division sont semblables apres les deux traitements.

1V.3.3.v_Dilution

La dilution se fait a température ambiante, soit environ 20°C. La concentration finale doit
permettre, comme nous le verrons plus tard, d’obtenir une dose fécondante dans une
paillette. Cela correspond a une concentration d’environ 50 millions de spermatozoides par
ml, soit 3,5 millions par paillette. On dilue généralement jusqu’a atteindre 200uL [131].
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IV.3.4 Unités de congélation

Trois types de conditionnement de la semence en vue de la congélation, sont répandus a
travers le monde : les ampoules de 1mL, les « pellets » contenant 0,03 a 0,86mL et des
paillettes de 0,25 a 1,2mL. Les ampoules sont a I'origine prévues pour une congélation lente.
Les pastilles ou « pellets » sont des boulettes de matieres premiéres congelées en la forme
de petites billes sur un bloc de glace carbonique [124]. Les paillettes peuvent étre
immergées directement dans I'azote liquide a -196°C. La méthode des paillettes est la plus
utilisées en France [60]. Cependant, elle impose plus de contraintes de stockage et
d’utilisation [79].

La congélation en paillettes donne d’aussi bons, voire de meilleurs résultats que la
congélation en « pellets » [83]. En effet, la mobilité (respectivement 67,0% et 66,2%) et les
anomalies acrosomiales (27,4% et 28,6%) sont similaires avec les deux moyens de stockage
[124,83]. Cependant ces résultats sont difficilement comparables car les auteurs n’ont pas
utilisé le méme protocole de congélation.

1V.3.5 Vitesse de refroidissement

1V.3.5.i Refroidissement

Rappelons que nous avons vu dans le chapitre sur la réfrigération que la vitesse de
refroidissement idéale n’est pas établie avec certitude. Une vitesse lente (3 a 4°C/min)
semble plus adaptée, mais certains auteurs n’ont pas trouvé de différence significative entre
les dommages cellulaires causés par les différentes vitesses de refroidissement.

Le méme bilan est donné par I'étude d’Axner et al. [6] : les dommages provoqués par le
refroidissement sont négligeables devant ceux induit par la congélation.

Le refroidissement conduit la semence a une température de +5°C. Une période
d’équilibration a 5°C de 20 minutes environ est nécessaire a la stabilisation des membranes
et a la pénétration du glycérol dans la cellule. Les pastilles est les paillettes autorisent des
vitesses de congélation plus rapides que les ampoules dont le rapport surface sur volume est
plus faible. De plus, la vitesse de refroidissement doit varier inversement a la concentration
de glycérol ajoutée [60].

IV.3.5.ii Congélation
La congélation est un processus possible quelque soit la méthode de récolte de la semence.

Chez la plupart des mammiferes, on expose le sperme mis en paillette a la vapeur d’azote
pendant 10 a 30 minutes avant de le plonger dans I'azote liquide ou il sera stocké (-196°C).

Il semble que la vitesse de refroidissement adaptée pour la congélation du sperme de chat
soit -10°C/min de +5°C a -80°C avant immersion dans I'azote liquide [83]. Cependant, il a été
récemment montré qu’une vitesse de refroidissement plus lente (3,85°C/min) de +5°C a -
40°C donnait un meilleur résultat avec une plus grande mobilité et moins d’anomalies
morphologiques. Cette vitesse a été comparé a des vitesses plus rapides (de 9°C/min a
43°C/min) [129]. Ces résultats prouvent que de plus amples étudesisont nécessaires a la
mise au point d’une vitesse de refroidissement/optimum:pour la congélation du sperme de
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chat. On considérera dans I'état actuel des recherches qu’il est suffisant de suspendre la
paillette a 4 ou 5 cm au dessus de I'azote liquide, puis de I'immerger une fois la température
de -40°C atteinte.

En ce qui concerne la méthode des « pellets », il suffit de pipeter une goutte de semence et
de la déposer dans une rainure de 3 mm faite dans un bloc de glace carbonique. Apres 3
minutes, le bloc est retourné et les « pellets » plongés dans I'azote liquide.

Les paillettes, « pellets » et ampoules peuvent étre conservés dans I'azote liquide pendant
des mois, voire des années (Photo 17).

Photo 17: Entreposition des paillettes dans un cylindre d’acier a différentes distances de I'azote liquide
(exposition a différentes vitesse de refroidissement) et immersion dans I’azote liquide quand la température
de -40°C est atteinte [129]

1V.3.6 Décongélation

On décongele habituellement la paillette rapidement jusqu’a 35°C en I'immergeant dans un
bain-marie.

Nelson et al. [69] ont prouvé que le réchauffement rapide dans un bain-marie a 50°C
pendant 10 secondes était plus efficace en comparaison avec le réchauffement a
température ambiante ou dans un bain-marie a 36°C pendant 2 minutes (p=0,007).

2

En effet, une décongélation lente donne lieu a des phénomenes de recristallisation
intracellulaire er d’augmentation de la taille des cristaux existants. La décongélation doit
donc étre conduite rapidement [60].
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Les ampoules peuvent étre réchauffées plus lentement, dans un bain de glace pendant 10
minutes, avant le transfert de la semence pour I'insémination.

Les « pellets » sont réchauffés rapidement, en les plongeant dans une solution saline a 0,9%
maintenue a 37°C [44].

On préconise de séparer le glycérol de la semence aprés réchauffement par centrifugation
(300g pendant 8 minutes) [134].

Toutes les informations pratiques nécessaires a la congélation de semence féline sont
résumées dans I'annexe 7 (Annexe 7 : Congélation de semence féline).

IV.4 Caractéristiques de la semence apres traitement

1IV.4.1 Spermogramme

Il est bien établi que la congélation et la décongélation du sperme affectent de facon
importante la mobilité et la morphologie de I'acrosome. Les résultats des différentes études
sont présentés dans le Tableau 20. La mobilité diminue de 20 a 50% selon les études et les
anomalies d’acrosome augmentent de 15 a 30% [82,8]. Dans I'étude de Luvoni et al. [62], les
anomalies de I'acrosome ont été détectées par le test a la chlorotétracycline, contrairement
aux autres expérimentations. Nous avons vu précédemment que la méthode utilisant la
chlorotétracycline était plus sensible.

Tableau 20 : Congélation du sperme de chat : mobilité aprés réchauffement et intégrité de I'acrosome des
spermatozoides congelés (éjaculés et épididymaires) selon différents protocoles.

Mobilité (%) Intégrité de Meilleur traitement Etudes
I'acrosome (%)
Sperme Frais Réchauffé | Frais Réchauffé | Dilueur Jaune | Glycérol
d’ceuf
Ejaculé 875 |44 +4 92+2 | 6243 TEST 20% 5% [82,83]
82+8 | 62+11 9314 | 774 Tris 20% | 4% [129]
87,9 53 +11 813 26 9 Tris 20% 3% [8]
+7
87,5 30 - - Tris 20% 7% [113]
Epididymaire | 76 +2 | 52 3 6716 | 2115 Tris 20% 3% [40]
59 6119 67 35422 Tris + 20% 5% [6]
+14 15 0,5%
Equex
76 53 49 46 28 13 TEST 15% | 7,5% [58]
10 +15 LDF
65 47 +14 <5 <5 TEST 15% 7,5% [97]
+10 LDF
79+2 | 5343 - - TEST 20% 5% [103]
67 £5 | 24 4 - - Tris 20% | 7% [115]
831 |53+4 220 | 95%2 Tris 20% 3% [62]
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Ces résultats montrent que les spermatozoides issus de I'épididyme ou éjaculés ont une
mobilité similaire, comme nous I'avons déja vu précédemment. Cependant, la proportion
d’acrosome intact est plus faible en ce qui concerne les spermatozoides épididymaires et
cette différence s’accentue encore aprées congélation-réchauffement.

Les acrosomes des spermatozoides d’origine épididymaire semblent donc étre plus sensibles
a la congélation et au réchauffement que les spermatozoides éjaculés.

Ces résultats sont a considérer avec précaution car les méthodes d’évaluation de I'intégrité
de I'acrosome employées varient d’'une étude a I'autre : coloration rapide au vert FCF et rose
Bengale [83,129,40], rouge Congo, tanin et bleu de crésyl brillant [58], agglutinine de
cacahuéte conjuguée a l'isothiocyanate de fluorescéine [6], chlorotétracycline [62] et
SpermacTM [8,97]. De plus, aucune différence de cryotolérance de I'acrosome n’a été
significative. Il n’en demeure pas moins que la baisse de mobilité et d’intégrité de I'acrosome
sont les facteurs limitant a la congélation du sperme de chat [52].

Une étude [109] plus récente donne des résultats contradictoires. En effet, Tebet et al. a
montré en 2006 qu’il n’existait pas de différence de statut acrosomial apres congélation
entre les spermatozoides épididymaires et les spermatozoides éjaculés. Dans cette étude,
I'augmentation des anomalies de I'acrosome apres congélation est la méme quelque soit
I'origine de la semence (19%). On observe cependant, une diminution des anomalies
morphologiques des spermatozoides épididymaires apres congélation. Ceci peut s’expliquer
par la perte, pendant la centrifugation a 300g, des gouttelettes cytoplasmiques distales dont
nous avons vu gqu’elles sont le signe de cellules immatures.

Les anomalies les plus souvent retrouvées, quelque soit I'origine de la semence, sont la
distension de la membrane externe de I'acrosome avec ou sans altération de I'acrosome lui-
méme, |'apparition de vésicule, la fusion des membranes plasmiques et acrosomiale externe
ou la perte totale de ces deux membranes (Photo 18) [109].
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Photo 18: Examen des dommages acrosomiaux provoqués par le choc thermique (x16 000, trait = 1 um)) [86]

a : plasma et des membranes acrosomiales intactes (N : noyau ; PM : Plasmalemme ; OAM :
membrane acrosomiale externe ; IAM : membrane acrosomiale interne) ; b : plasmalemme intact,
mais distendu et plusieurs vésicules internes (fleche : rupture de la membrane acrosomiale externe) ;
¢ : nombreuses vésicules dans I'acrosome et absence compléte de plasmalemme ; d : perte totale de
la membrane acrosomiale externe et du contenu acrosomial

C

On peut cependant conclure que le protocole de congélation doit étre adapté au mode de
prélevement utilisé. Par exemple, les interactions qui peuvent se produire entre les
spermatozoides et les facteurs stabilisateurs de membrane potentiellement présents dans le
plasma séminal sont a étudier [63].

Le meilleur critere d’évaluation reste le taux de fécondation. Cependant, Zambelli et al. [131]
ont prouvé l'existence d’une corrélation (p<0,05) entre le SMI (index de mobilité des
spermatozoides) apres réchauffement et le taux de pénétration des ovocytes. On peut donc
considérer le SMI comme un critere représentatif du potentiel fécondant des
spermatozoides aprés réchauffement.

IV.4.2 Capacité a lier et a pénétrer la zone pellucide

Plusieurs études ont été menées sur des spermatozoides d’origine épididymaire. En effet, il
est aisé de transporter les épididymes réfrigérés au laboratoire pour analyse directement
apres la stérilisation [37].
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Nous avons vu que le refroidissement en lui-méme induit une baisse de mobilité. De plus, la
morphologie des spermatozoides et la viabilité sont conservées. Cependant la pénétration
d’ovules d’hamster et la liaison a la zone pellucide d’ovocytes de chatte sont plus fréquentes
avec les spermatozoides conservés au froid, ce qui montre que les cellules germinales ont
subit d’'importantes Iésions acrosomiales [37]. Linteraction accrue avec la zone pellucide est
due a des modifications de la téte comme nous I'avons vu précédemment (capacitation,
réaction acrosomiale). Or l'intégrité de I'acrosome est un facteur limitant au potentiel
fécondant des spermatozoides, une détérioration de celui-ci entraine donc une baisse du
potentiel fécondant.

Dans une autre étude, du sperme d’origine épididymaire a été congelé dans du diluant Tris
avec 20% de jaune d’ceuf, 3% de glycérol et différents saccharides (lactose, fructose ou
glucose). Aprés réchauffement, la perte de mobilité variait de 24% pour le sperme congelé
directement aprés prélevement, a 34% pour le sperme congelé ayant été conservé au
préalable 12 heures dans les épididymes maintenus a 4°C. Les anomalies morphologiques
ont augmenté de 17 a 18% et 80% des acrosomes étaient anormaux apres réchauffement
[40]. De méme, la liaison a la zone pellucide était plus forte (>80 spermatozoides/cellule) et
la pénétration absente.

Dans I'espéce canine, il a été montré que le refroidissement et la congélation, qu’on ajoute
ou non du glycérol a 4%, diminuait la pénétration de la zone pellucide [41]: 5,2 +1,1
spermatozoides par ovule pour la semence fraiche contre 2,4 +0,6 et 3,6 £0,9 pour la
semence congelée refroidie, respectivement, rapidement et lentement.

La congélation augmente la liaison a la zone pellucide par détérioration de I'acrosome et
diminue son taux de pénétration pour la méme raison.

1IV.4.3 Capacitation

Nous avons vu précédemment que la capacitation du sperme de chat est rapide puisqu’elle
ne nécessite que 2 heures d’incubation. De plus, il ne semble pas nécessaire de séparer les
gametes du plasma séminal. Il y aurait donc absence de facteurs anti-capacitants.
Cependant, chez le Tigre de Sibérie (Panthera tigris), la séparation du diluant est une
condition nécessaire a la capacitation. De plus, dans cette espéce, le temps d’incubation
requis diminue aprés congélation et réchauffement [18].

Certaines études suggerent pourtant la présence de facteurs stabilisateurs d’acrosome. En
effet, le sperme épididymaire serait plus sensible au choc thermique par rapport au sperme
éjaculé car il ne disposerait pas de ces composés. Les facteurs en question n’ont cependant
pas été identifiés dans I'espéce féline comme c’est le cas chez la souris et le lapin [40].

IV.4.4 Taux de fécondation et taux de gestation

Le taux de fécondation reste I'indicateur le plus fiable, cependant, les taux de fécondation in
vitro et in vivo ne sont pas toujours corrélés [93].

Zambelli et al. obtinrent un taux de fécondation in vitro de 83,8% [131] au 78me
d’incubation.

jour
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Un taux de gestation de seulement 10% est rapporté par Platz et al. en 1978 [79]. Il avait
utilisé une semence congelée-réchauffée déposée directement dans le vagin, contrairement
a Howard en 1999 [45] qui n’avait obtenu aucun résultat en pratiquant des inséminations
vaginales chez des grands félins sauvages.

IV.5 Dose fécondante nécessaire a I'insémination artificielle

On obtient des fécondations in vitro avec des doses comprises entre 5.10° et 3.10°
spermatozoides/ml (Tableau 21) [102]. En pratique courante, 50.10° cellules par dose de 0,1
ou 0,2 ml donnent de bons résultats [101]. Il est conseillé de déposer 50 a 100.10°
spermatozoides mobiles lorsque I'on utilise de la semence congelée. Or des éjaculats
prélevés dans un vagin artificiel ou par électro-éjaculation n’en contiennent que 60 et 30
millions respectivement. Par conséquent, il est généralement nécessaire d’additionner
plusieurs éjaculats d’'un méme reproducteur pour constituer des doses suffisantes. En
pratique, cela ne pose pas de grandes difficultés puisque I'on peut prélever 4 voire 5 électro-
éjaculats en une séance sur un méme chat.

Tableau 21 : Nombre de chattes gestantes en fonction du nombre de spermatozoides inséminés d’aprés
Sojka 1970 [102]

Nombre de Nombre de chattes Nombre de chattes Nombre de chatons
spermatozoides inséminées gestantes pas portée
inséminés (.106)

0,5 3 0 -
1,25 3 1 3
5,0 7 3 4
10,0 7 4 3
25,0 6 3 2
50,0 6 4 2

Il faut cependant prendre en compte la technique d’insémination utilisée. En effet, la dose
fécondante varie avec la technique pratiquée. Platz et al. [79] rapportent une dose de 50 a
100 millions de spermatozoides pour l'insémination intra-vaginale. Tanaka et al. [108]
proposent 80 millions de spermatozoides, ce qui correspond a deux éjaculats [107] et
Tsutsui et al. [113,112,114] conseillent une dose de 8 millions de spermatozoides pour
I'insémination intra-utérine. Swanson et al. inséminent en intra-utérin avec 2.10°
spermatozoides mobiles [106].

On peut conclure que 50 millions de spermatozoides mobiles sont nécessaires a la
fécondation chez le chat, or nous avons vu qu’un éjaculat moyen n’en contenait que 30
millions. Par conséquent il est nécessaire d’additionner plusieurs éjaculats avant congélation
comme nous l'avons vu précédemment. Cette condition s’avere d’autant plus nécessaire que
le processus de congélation amoindri la qualité de la semence. Dans |'optique de la création
d’une banque de sperme de chat, il apparait donc nécessaire de répéter les prélevements
dans le temps afin d’obtenir un maximum de sperme a congeler surtout si celui-ci est de
mauvaise qualité.
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Il n’existe pas de protocole de congélation défini pour la semence de chat. En effet,
beaucoup de données se contredisent quant aux dommages infligés par le choc thermique
surtout, et par le stress oxydatif dans une moindre mesure. La mobilité aprés congélation
est réduite et les anomalies morphologiques sont plus fréquentes. On note une forte
proportion de lésions acrosomiales perturbant la capacitation et réduisant le potentiel
fécondant. La sensibilité aux solutions hypo-osmotiques est avérée, cependant, aucun
diluant type ne s’est encore imposé. Le milieu Tris, le jaune d’ceuf, I’acide citrique et des
antibiotiques tels que la streptomycine et la pénicilline semblent étre le mélange le plus
adapté a la dilution de la semence de chat. Certains auteurs lui préféerent le milieu de
Hancock et Gledhill [129,133], le milieu BWW [47,46] ou encore le millieu Ham’s F10 [106].
La présence d’énergie sous forme de sucres (glucose, mannose, fructose, lactose) n’est pas
nécessaire tout comme l'ajout de composés stimulants (caféine, pentoxyphilline). La
supplémentation en antioxydants (vitamine E, sélénium, taurine) est controversée. On
procéde au « swim-up » pour les éjaculats de chats tératospermiques afin d’augmenter le
pourcentage de formes normales. Le lavage s’avére aussi efficace. La centrifugation a 300
ou 500g permet de séparer les spermatozoides du plasma séminal, méme si la présence de
facteurs anti-capacitants n’a pas été mise en évidence chez le chat. On préférera une
vitesse de refroidissement lente jusqu’a +5°C (3°C/minute) afin de minimiser les
dommages cellulaires liés au choc thermique. Une période de stabilisation a +5°C
d’environ 20 minutes permet au cryoprotecteur faiblement concentré de pénétrer les
cellules (glycérol ou DMSO a 4% ou 5%). Le conditionnement de la matiére premiére se fait
en « pellets », ampoules ou paillettes. Ce dernier choix s’avere le plus judicieux, puisqu’il
fournit les meilleurs résultats. La vitesse d’abaissement de la température pour la
congélation est de -10°C par minutes de +5°C a -40°C. Ensuite la semence est plongée dans
I'azote liquide et peut étre conservée ainsi plusieurs mois, voire plusieurs années. Le
réchauffement se fait rapidement dans un bain-marie a 37°C. Le glycérol est alors séparé
de la dose d’insémination. Une incubation d’environ 2 heures permet a elle-seule la
capacitation des spermatozoides. L’ajout de composés capacitants n’est pas nécessaire.
L'insémination d’une dose de 50 millions de spermatozoides mobiles doit permettre la
fécondation. Il faut cependant tenir compte de la méthode d’insémination qui fait varier la
dose fécondante.
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Deuxiéme partie:

Etude expérimentale d’un protocole de prélevement et de
conservation de semence féline
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I. Objectifs

Nos objectifs consistent en I’établissement d’un protocole de congélation de semence féline,
reproductible et abordable en pratique courante. L'objectif ultime étant la création d’une
banque de sperme félin au sein du CERCA, nous avons volontairement simplifié les
différentes étapes que nous avons décrites dans la partie bibliographique pour les rendre
plus rapides et plus reproductibles. En effet, le spermogramme complet, tel que nous I'avons
décrit dans la premiére partie nécessite I'emploi de techniques colteuses et longues qu’il est
illusoire de vouloir utiliser en routine au CERCA (Chlortétracycline, ionophore calcique, etc.).
Notre protocole pourra également étre adapté ultérieurement a la conservation de la
semence de grands félins sauvages dans le cadre des programmes de sauvegarde dont ils
font I'objet.

Il. Matériel et méthode

1.2 Animaux

Nous avons prélevé 13 éjaculats sur 7 chats. Nous disposions de 4 chats appartenant a la
chatterie du CERCA (type siamois) et dgés de 9 mois a 2 ans et de 3 chats errants, présentés
pour stérilisation dans un refuge, d’environ 2 a 5 ans. 3 des chats de laboratoire ont pu étre
prélevés a trois reprises, le quatrieme n’a été prélevé qu’une fois. Les chats errants ont été
castrés apres l'unique préléevement. La population des chats prélevés est présentée dans le
tableau 22.

Tableau 22 : Individus prélevés (e Les chats ont continué leur croissance au fur et a mesure des différents
prélévements).

Individus | Chat Chat Chat Chat Chat Chat Chat
CERCA1 | CERCA2 | CERCA3 | CERCA4 |errantl errant 2 errant 3

Origine CERCA CERCA CERCA CERCA inconnue | inconnue | inconnue

Age 9a11 9all 9a11 lanet9 |5ans 2 ans 2 ans
mois mois mois a 10 mois | environ environ environ

Poids 40a4,5 |3,8a4,2 |3,7a4,3 |4,5Kg 4,0 kg 4,2 kg 3,8 Kg
Kge Kge Kge

I1.3 Préléevement du sperme

11.3.1 Protocole opératoire

11.3.1.i Cathétérisme urétral

Nous avons utilisé la méthode de prélevement par cathétérisme urétral aprés administration
de médétomidine décrite par Zambelli et al. [129,130,134]. Nous avons privilégié cette
méthode car elle nous a semblé la plus rapide et la plus facile a mettre en place en routine
au sein du CERCA. En effet, cette méthode ne requiert qu’un faible niveau de technicité.
Nous ne possédons certes pas encore suffisamment de recul sur cette nouvelle méthode,
mais celle-ci semble tres prometteuse aux vues des résultats publiés'par Zambelli et al. La
médétomidine est injectée par voie intramusculaire a la dose de 140ug/Kg soit 0,15 de
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Dexdomitor® par kilo. Nous utilisons un cathéter urétral pour chat de 11 cm de long (Portex
Jackson®, dic, 3 French), sectionné dans sa partie distale a 9 cm de 'autre extrémité. Le
cathétérisme s’effectue trés rapidement : on introduit le cathéter dans I'uretre aprés I’avoir
éventuellement humidifié avec une goutte de NaCl stérile et on I'en ressort quasi-
instantanément. Sur les chats du CERCA cette méme technique a été utilisée mais avec un
cathéter plus court (de 7cm a 8,5 cm de long) afin d’adapter le cathéter a I'lanatomie de plus
petite taille de ces jeunes animaux.

1.3.1.ii _Electro-éjaculation

Nous avons voulu comparer les résultats obtenus par cette premiére méthode avec ceux
obtenus par électro-éjaculation, qui reste la méthode de choix comme nous I'avons vu
précédemment. Seuls 3 chats du CERCA ont été prélevés ainsi.

L’anesthésie est réalisée a I'aide d’un mélange de médétomidine a la dose 80 ug/Kg SC et de
kétamine a la dose de 5 mg/Kg administrée par voie intramusculaire.

Le protocole utilisé est celui décrit par Howard [46,28]. Il est rappelé dans le Tableau 23.

Tableau 23 : Protocole d’électro-éjaculation selon Howard et al. [46,28]

Série 1 Série 2 Série 3
Stimulations 10 10 10 10 10 10 10 10
Voltage (V) 2 3 4 3 4 5 5 6

On augmente le voltage en 3 secondes, puis on reste au voltage voulu pendant 2 a 3
secondes et on revient a OV en 3 secondes avant de recommencer la manipulation pour le
voltage suivant. On attend 2 a 5 minutes entre chaque série [46].

11.3.1.iii_Flush épididymaire

Nous avons également prélevé de la semence directement dans I'épididyme chez un des
animaux castrés au refuge. Apres I'exérése des gonades, I’épididyme est disséqué et flushé
(Voir chapitre 11.1.3 page 42) a 'aide du milieu de 1°" dilution (Tableau 23).

11.3.2 Fréquence de préléevement

Les chats du CERCA ont été prélevés a une fréquence ne dépassant pas la récolte
hebdomadaire. Les chats CERCA 1, 2 et 3 ont été prélevés le 10 mars et le 9 avril 2008 par
cathétérisme urétral et le 18 mars 2008 par électro-éjaculation. Les chats errants et le chat
CERCA 4 n’ont pu étre prélevés qu’une seule fois (de mars a juin). On ne préléve qu’un seul
éjaculat par récolte et par chat.

11.4 Analyse du sperme

L'analyse de la semence se fait immédiatement apres sa récolte et dans un second temps,
immédiatement aprés sa décongélation.

On repere macroscopiquement toute discoloration, signe d’une contamination urinaire ou
sanguine.
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Le volume de I'éjaculat est mesuré selon son occupation dans le cathéter. Les éjaculats
collectés par électro-éjaculation sont mesurés a I'aide d’une pipette graduée (100uL).

Avant de procéder au spermogramme, on dilue la semence dans le milieu de 1% dilution
dont la composition est détaillée ci-dessous dans le tableau 24 (qsp 200pL).

La mobilité est évaluée par microscopie optique au grossissement x40. On calcule le
pourcentage de spermatozoides fléchants.

La concentration cellulaire est évaluée grossierement et intuitivement par microscopie
optique au grossissement x40.

On dénombre également le pourcentage de formes anormales.

Afin d’éviter une variation des résultats du fruit de différents manipulateurs, j’ai réalisé moi-
méme systématiquement ces trois dernieres étapes.

I1.5 Conservation du sperme

11.5.1. Milieux de conservation

Nous avons utilisé pour la seconde dilution le milieu proposé par Tsutsui et al. [113] avec
qguelques-unes des modifications apportées par Zambelli et al. [129,134]. En effet, nous
avons vu dans la premiére partie que la concentration en glycérol utilisée par Tsutsui et al.
était trop élevée (8%) et possédait des effets néfastes. La composition de ces milieux est
rappelée dans le Tableau 24.

Tableau 24 : Composition des milieux de dilution utilisés

1% dilution | 2°™ dilution

Acide citrique 1,30¢g idem
Tris (hydroxyméthyl) amino-méthane 2,40g idem
Fructose 1,00 ¢g idem
Potassium de pénicilline 100 000 U idem
Sulfate de streptomycine 0,10g idem

Glycérol (concentration finale) - 4-5% soit 8 mL
jaune d’ceuf 20 ml idem
Eau distillée (gsp volume final) 100 ml idem
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1.5.2 1°° dilution

On dilue la semence gsp 200uL dans le milieu de 1% dilution, immédiatement apres la
récolte, et ce avant méme d’effectuer le spermogramme et/ou le transport de la semence.
Cette dilution est effectuée a température ambiante quel que soit le nombre initial de
spermatozoides.

1I.5.3 Transport

Les échantillons prélevés au refuge ont été transportés dans une bouteille thermos a +5°C
pendant environ 1 heure avant d’étre congelés. Les échantillons prélevés au CERCA n’ont
pas été transporté.

11.5.4 Traitement pour améliorer la qualité de la semence : la centrifugation

On centrifuge a 700g (Tour par minute) pendant 8 minutes afin de séparer les
spermatozoides du plasma séminal.

1.5.5 2°™ dilution

On dilue la semence dans le milieu de 2°™ dilution (gsp 200pL) a température ambiante. La
composition du milieu est reportée dans le tableau 24.

11.5.6 Réfrigération

On abaisse lentement la température du prélevement jusqu’a +5°C. Les échantillons sont
déposés directement dans le réfrigérateur a +5°C (température contrdolée). Une période
d’équilibration de 20 minutes a +5°C est respectée [6,60].

1.5.7 Conditionnement et congélation

On conditionne la semence dans des paillettes de 0,25mL.

On suspend les paillettes a 4 cm de I'azote liquide pendant 10 minutes avant de les
immerger. La vitesse de congélation est donc d’environ -10°C/min de +5°C a -40°C. Aucun
indicateur thermique ne nous permet toutefois de certifier ces données chiffrées : nous nous
référons aux données bibliographiques déja connues. La température de conservation dans
I'azote liquide est de -196°C. Les paillettes sont entreposées pendant au maximum 1 mois.

11.5.8 Décongélation

On décongele les paillettes rapidement par immersion dans un bain-marie a +35°C pendant
30 secondes. On sépare immédiatement le glycérol de la semence par centrifugation a 700g
pendant 8 minutes [129,134]. Une paillette a été décongelée le jour méme et une autre un
mois apres. Les résultats obtenus sont les mémes quelle que soit la durée de congélation.
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I1l. Résultats

Les résultats des spermogrammes avant et aprés congélation sont regroupés dans les
Tableaux 25, 26 et 27.

Tableau 25 : Spermogramme de la semence apres prélevement par cathétérisme urétral (eContamination
urinaire, # non renseigné car semence de trop mauvaise qualité pour étre congelée).

Chat Chat Chat Chat Chat | Chat Chat
CERCA 1 CERCA 2 CERCA 3 CERCA4 | SPA1 | SPA2 SPA3
Discoloration non | oui® | non | oui® | non | ouie non non ouie non
Volume # # # # # # # # # 0,100mL
% Mobilité 30% 0 -# 0 0 0 0 0 0 80%
Concentration ++++ 0 0 +/- + +++ + +++ ++ ++++
cellulaire
% Spermatozoides 5- # # 50% | 70% | 80% 50% 80% 70% 90%
normaux 10%

Tableau 26 : Spermogramme de la semence apres prélevement par électro-éjaculation (# non renseigné car
semence de trop mauvaise qualité pour étre congelée).

Chat CERCA 1 Chat CERCA 2 Chat CERCA 3
Discoloration non non non
Volume # # #
% mobilité 10-20% # 0
Concentration ++++ 0 +/-
cellulaire
% spermatozoides 10% # 70%
normaux

Tableau 27 : Spermogrammes comparés avant et aprés congélation (prélevement par cathétérisme urétral).

Chat SPA 3
Avant congélation Aprés congélation
Discoloration non non
Volume 0,1 mL Dilué gsp 200 pL
% mobilité 80% 60%
Concentration cellulaire ++++ idem (dilué)
% spermatozoides normaux 90% idem

Sur 10 chats prélevés, 8 ont éjaculé par injection de médétomidine et 3 chats sur 3 ont
éjaculé par électro-éjaculation.

1 prélevement a été effectué par flush épididymaire apres castration (Chat SPA 1). Aucun
spermatozoides n’a été récupéré par cette derniere technique, pratiquée une heure apreés le
prélevement par cathétérisme urétral.

4 éjaculats sont contaminés par de l'urine lors de prélévements par cathétérisme urétral.
C'est le cas de 3 chats du CERCA qui sont des jeunes individus de petit format (type siamois).
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Devant ces résultats décevants, nous avons fait I’essai de prélever ces jeunes animaux avec
un cathéter plus court (de 7 a 8,5 cm). Les résultats ont été similaires.

Nous avons obtenu 4 éjaculats tératospermiques et au total 12 prélevements sur 13 n’ont
pas montré un spermogramme de qualité suffisante pour étre congelés (tératospermie,
contamination urinaire, % mortalité, etc.). En outre, 4 échantillons sur 13 sont contaminés
par de 'urine. Les essais pratiqués avec des cathéters plus courts (7 a 8,5 cm) donnent des
résultats similaires en termes de contamination urinaire.

Au total, 1 seul échantillon a été congelé et décongelé avec succeés.

En effet, notre but était d’obtenir une dose fécondante par paillette. Aprés décongélation, la
paillette présentait assez de spermatozoides mobiles pour permettre le succes d’une
insémination artificielle par voie intra-utérine. Cependant, on note que le pourcentage de
mobilité passe de 80% avant la congélation a 60% aprés la décongélation.

IV. Discussion

L'étude du contexte bibliographique actuel nous a permis de mettre en lumiére les
différents aspects d’ores et déja maitrisés en matiere de reproduction féline assistée.

On dispose de données anatomiques précises, mais certains points de physiologie restent en
suspens. En effet, I'dge de la puberté chez le chat est mal défini et certaines questions quant
a la régulation neurochimique de I’érection-éjaculation restent a explorer. En outre, le
déterminisme nerveux et multifactoriel de I’érection-éjaculation, ainsi que les particularités
anatomiques liées a I'espéce (pénis interné) rendent le prélévement de sperme difficile.

Il existe cependant plusieurs techniques de prélevements de semence féline ayant fait leurs
preuves. La méthode de choix reste |'électro-éjaculation. Le cathétérisme urétral apres
injection de médétomidine semble plus rapide et plus aisé, mais nous manquons de recul sur
cette nouvelle technique prometteuse pour laquelle nous ne disposons que des publications
de Zambelli et al. [134,132]. Le flush et I'aspiration épididymaire restent exploitables dans le
cas d’animaux morts ou fraichement stérilisés.

L'examen de la semence en routine peut s’avérer difficile : certaines techniques sont peu
disponibles et/ou trés colteuses et le potentiel fécondant n’est pas toujours corrélé aux
résultats fournis par le spermogramme. L'examen de [I'éjaculat révele une semence
concentrée, de trés faible volume et présentant de grandes proportions de formes
anormales. La tératospermie est en effet une affection trés répandue au sein de I'espece
féline, ainsi que chez les grands félins sauvages. L’étiologie de cette anomalie reste encore
inconnue chez le chat domestique. On soupgonne cependant la diminution de la variabilité
génétique due a la consanguinité chez certains félins. En outre, les principales anomalies
morphologiques affectent I'acrosome et sont donc susceptibles d’altérer le pouvoir
fécondant des spermatozoides.

La semence féline est donc relativement difficile a prélever et elle est fréquemment de trés
mauvaise qualité. De plus, elle semble particulierement sensible aux chocs osmotique et
thermique. Il apparait donc primordial d’améliorer la qualité de la semence avant tout
traitement : dilution, centrifugation, « swim-up » (ce que nous n’avons pas effectué ici)... On
préconise un refroidissement lent associé a une période de stabilisation a +5°C. La semence,
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conditionnée en paillette de 0,25mL (dose fécondante= 50 millions de spermatozoides), sera
congelée lentement et décongelée rapidement par immersion dans un bain-marie. Une
incubation de 2 heures suffit a provoquer la capacitation.

Cependant, les données présentes dans la littérature ne permettent pas de mettre en
évidence un milieu de dilution idéal et aucun consensus n’est atteint en matiere de
protocole de conservation de la semence.

De maniere générale, la principale difficulté rencontrée pendant la durée de ce travail
expérimental fut la pénurie d’individus. En effet, il existe peu d’individus males entiers
disponibles puisque la castration est devenue quasi-systématique entre 5 et 6 mois. C'est
pourquoi I'étude ne porte que sur 7 individus.

IV.1 Mauvaise qualité de la semence féline

IV.1.1 Tératospermie

Les différents éjaculats obtenus sont de mauvaise qualité sauf un ! Ce chat était adulte et
vivait a I’état semi-sauvage. On peut penser que I’'hébergement des chats du CERCA dans un
milieu confiné n’est pas joué un role favorable a la qualité de la semence. Malgré tout, dans
le méme temps, le chat CERCA 4 a donné une portée par saillie naturelle sur une chatte du
CERCA. Les auteurs cités dans notre premiére partie ont également rencontré des problémes
quant a la pauvreté de la semence féline. Cependant, il apparait que nos résultats sont
moins bons encore.

Nous pensions que la diversité d’origine des chats errants nous garantirait une semence de
meilleure qualité (individus plus agés, d’origines diverses...) que celle obtenue sur les chats
de laboratoire, or ce n’a pas toujours été le cas.

3 chats du CERCA sur 4 avaient moins de 12 mois. L’age de la puberté est mal défini chez le
chat, mais on peut penser que ces individus étaient trop jeunes pour fournir une semence de
qualité, méme s’ils présentaient tous des spicules sur le pénis. En effet, la tératospermie est
plus fréquente chez les jeunes males, mais peut disparaitre avec I’dge. On essayera donc de
reproduire ce protocole sur ces mémes animaux plus agés. On peut cependant s’interroger
sur la faisabilité d’'une banque de sperme de chat au CERCA : les animaux présentés pour
prélevement de semence avant castration risquent d’étre trop jeunes pour fournir un
éjaculat de qualité, ce qui restreindrait le panel d’individus candidats aux seuls males
d’élevage félin. C’est une des principales limites que I’étude a mis en évidence.

On peut cependant appliquer les résultats obtenus a la sauvegarde des grands félins
sauvages qui ne présentent pas linconvénient d’étre trop jeunes. Le modéle de
reproduction assistée semble donc réalisable a partir de cette étude.

Il apparait intéressant de mener de nouvelles études sur I’étiologie de la tératospermie chez
le chat domestique. Dans le cas d’une origine génétique, on pourra proposer d’écarter de la
reproduction les males tératospermiques.

Nos prélévements ont été réalisés entre la fin de I'hiver et le printemps, ce qui est la période
la plus propice a une bonne qualité de semence [50], cependant nous pourrions proposer la
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mise en place d’un éclairement artificiel avant prélevement car la photopériode semble
jouer un role dans la qualité de la semence.

La pratique systématique d'un « swim-up » lors de semence tératospermique serait
également bénéfique dans le but d’améliorer la qualité de la semence avant congélation.

1IV.1.2 Contamination urinaire

4 éjaculats sont contaminés par de |'urine lors de prélevements par cathétérisme urétral.
C’est le cas de 3 chats du CERCA qui sont des jeunes individus de petit format (type siamois).
Cependant, les résultats étaient similaires avec des cathéters plus courts (7 a 8,5 cm de
long), ce qui n’était pas précisé dans les publications de Zambelli et al. Les contaminations
urinaires ne semblent donc pas dues a une sonde trop longue par rapport a une anatomie de
petit format. Le cathéter ne se trouvait donc pas dans la vessie, mais celle-ci s’est
probablement contractée. On peut donc utiliser pour tous les animaux, méme jeunes ou de
petit format, la méme longueur de cathéter standardisée de 9 cm.

IV.1.3 Mobilité

La mobilité de 8 éjaculats sur 13 est totalement nulle. Aucun élément ne nous permet
d’expliquer cette forte mortalité des spermatozoides avec certitude. On peut avancer
diverses hypotheses. Le milieu de dilution s’avere peut-étre délétere, mais nous avons vu
que c’est le milieu offrant les meilleurs résultats dans la littérature. Les animaux sont
certainement trop jeunes pour fournir une semence de qualité et la pharmacologie utilisée
est peut-étre mal adapté.

IV.1.4 Origine probable des mauvais résultats rencontrés

Nous utilisons du Dexdomitor® et non du Domitor® comme I'a décrit Zambelli et al.
[129,134]. Le ratio entre les deux stéréo-isomeres modifie-t-il I’efficacité de la molécule sur
I’émission du sperme, les propriétés du plasma séminal et la fréquence de la contamination
urinaire ? L'emploi d’un stéréo-isomére moins adapté est une piste d’explication aux moins
bons résultats obtenus lors de notre travail expérimental.

Nous n’avons effectué qu’un cathétérisme urétral par récolte. Il semble que la répétition du
cathétérisme pendant la méme période d’anesthésie nous permette d’obtenir une meilleure
qualité de la semence en termes de mobilité et de formes normales (données
communiquées par le CERCA, non publiées). Axner et al. avaient déja constaté le
phénomeéne lors de préléevement par électro-éjaculation et I'avaient relié a un phénoméne
de vieillissement des cellules stockées dans I’épididyme pendant la période d’abstinence
[4,5].

Une autre piste d’explication pourrait étre notre inexpérience. En effet, la réalisation de ce
protocole par un utilisateur novice peut s’avérer difficile. La technique de prélévement est
aisée, cependant la réalisation du spermogramme demande un peu de pratique. Les
résultats auraient peut-étre été meilleurs avec une période d’entrainement préalable et/ou
une aide extérieure supplémentaire. Ceci met en évidence le fait que ce protocole ne sera
pas applicable immédiatement en pratique courante et qu’une période d’entrainement sera
certainement indiquée.Nous discuterons plus loin des milieux de dilution proposés.
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IV.2 Points faibles du protocole expérimental

1IV.2.1 Spermogramme

Il serait intéressant d’ajouter le calcul du SMI (voir chapitre 1.2.3.i page 50) au
spermogramme car nous avons vu que cette donnée était plus significative que le
pourcentage de mobilité. Ce calcul est rapidement fait et il reste accessible au vétérinaire
praticien courant.

Les analyses ne permettent pas de révéler les anomalies d’acrosome. Nous avons vu que ces
anomalies étaient difficilement détectables par le spermogramme de routine. Elles sont
cependant tres fréquentes et peuvent mettre en péril le pouvoir fécondant du prélevement.
On essayera d’incorporer a I’examen du sperme une étape avec coloration au rose Bengale
et vert FCF comme décrite par Zambelli et al. [129,134]. Attention, ce colorant est
périssable ; il est nécessaire de refaire le mélange tous les jours. Cependant, cette technique
reste simple et rapide et s’inscrit bien dans notre objectif de créer un protocole utilisable en
routine au CERCA.

On ne dispose pas non plus des taux de liaison et de pénétration de la zone pellucide. Ce
sont pourtant les taux les mieux corrélés au pouvoir fécondant. En effet, les résultats
indiqués par le spermogramme a lui seul ne sont pas toujours bien corrélés aux taux de
fécondation. Cependant, aucun examen simple ne permet d’obtenir ces criteres. Il est donc
illusoire de vouloir les appliquer au sein du CERCA.

IV.2.2 Vitesses de refroidissement

Les températures de refroidissement n’ont pas été controlées de facon fiable. Or, comme
nous l'avons déja vu, les spermatozoides sont tres sensibles aux variations rapides de
température.

Il serait intéressant de disposer d’un réfrigérateur programmable et de contréler de facon
effective la température lors de la premiére phase de congélation, lorsque les paillettes se
trouvent dans les vapeurs d’azote. Il semble également plus judicieux d’allonger le temps
(environ 1h et non 10 minutes) de cette méme phase pour garantir une vitesse de
congélation suffisamment lente [60,83].

1V.2.3 Milieux de dilution

Le milieu de 2°™ dilution utilisé contient du glycérol dosé a 4%. Il est ajouté avant le
refroidissement, or nous avons vu qu’il pouvait étre responsable de lésions membranaires.
Mieux vaut I'incorporer a basse température.

Les deux milieux présentés sont en accord avec les données bibliographiques actuelles. On
peut donc penser qu’ils sont adaptés a la semence féline et qu’ils ne sont pas responsables
des mauvais résultats du spermogramme. En effet, on dilue la semence avec le premier
milieu avant méme d’effectuer le premier examen du sperme : on pourrait penser que les
caractéristiques de la semence sont modifiées. Cependant, il apparait impossible d’effectuer
le spermogramme avant dilution. Les volumes des éjaculats sont si faibles qu’on sacrifierait
la totalité de I’échantillon a son examen, ce qui ne comporte aucun intérét.
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On peut cependant penser que I'ajout d’Equex® a 0,5% comme le décrivent Zambelli et al.
[129,134] améliorerait la mobilité apres décongélation. Une coloration au rose Bengale et
vert FCF serait de la plus grande utilité pour visualiser les dommages acrosomiaux post-
décongélation comme nous I'avons vu précédemment. Il serait donc intéressant de mener
une étude comparative de congélation dans différents milieux (avec ou sans Equex®)
associée a une évaluation des lésions acrosomiales par méthode employant la coloration
suscitée.

La présence de fructose n’est pas indispensable [35], on peut donc retirer cet élément de
nos diluants, mais il n’est rapporté aucun effet délétéere de ce composant sur la semence.

On peut également se demander si I'emploi d’'un milieu de décongélation est nécessaire afin
de diluer le glycérol présent et d’ajouter des stimulants. La centrifugation dans le but de
séparer le glycérol comme nous I'avons réalisée n’est peut-étre pas suffisante méme si elle a
permis d’obtenir un éjaculat de qualité apres décongélation.

De nouvelles études sur I'efficacité des antioxydants (sélénium, vitamine E, pyruvate, EDTA,
Catalase) et les altérations dues a la présence des stimulants pourraient s’avérer précieuses
afin d ‘améliorer encore la composition de nos milieux de dilution.

IV.3 Significativité des résultats

Le temps de conservation (1 mois) de la semence est assez long pour rendre significatifs les
résultats obtenus sur I’échantillon congelé, sachant que c’est surtout le refroidissement et le
réchauffement qui engendrent le plus de lésions membranaires. Nous pouvons donc dire
gue cette technique permet la congélation de semence féline, a condition que ses qualités
intrinseques le permettent.

Il reste a mettre a I'épreuve nos résultats en confrontant notre protocole a I'insémination
artificielle intra-utérine, afin d’obtenir des données sur les taux de gestation. C’est la
condition indispensable a la validité du protocole car nous avons vu que les résultats du
spermogramme ne sont pas toujours bien corrélés. En outre, la présence de facteurs anti-
capacitants n’est pas confirmée dans cette espéce [18] et un spermatozoide d’aspect normal
au spermogramme peut étre ne pas étre fécondant si la capacitation intervient trop tot.

On peut d’ores et déja mettre en place le projet de banque de sperme féline, mais ses
applications seront limitées tant que I'étape de l'insémination artificielle ne sera pas
incorporée au protocole. De méme, le modéle de reproduction assistée pour les grands
félins sauvages n’est pas complet sans cette étape primordiale.

Au bilan,

notre projet était de mettre au point un protocole de préléevement et de conservation de
semence féline. Nous poursuivions un but double: nous souhaitions disposer d’un
protocole simple et reproductible, applicable a la mise en place d’une banque de semence
féline au CERCA et nous cherchions a établir un modeéle de reproduction assistée chez le
chat domestique, utilisable au sein du programme de sauvegarde des grands félins
sauvages.

118



Nos expériences se sont heurtées a plusieurs problemes. En effet, les auteurs ne sont pas
unanimes quant a la reproduction du chat domestique : age de la puberté, milieux de
dilution, vitesse de refroidissement, etc.). De plus, nous nous sommes retrouvés
confrontés a une pénurie d’individus males entiers disponibles. Et surtout, la semence
récoltée était de trés mauvaise qualité. De nombreux échantillons étaient
tératospermiques, contaminés par de l'urine, et/ou présentaient un pourcentage de
mobilité trés faible. Au final, un seul éjaculat sur treize était de qualité suffisante pour étre
congelé. Cependant, on peut penser que le protocole de congélation proposé est adapté a
la semence féline puisque cet échantillon était également d’assez bonne qualité apres
décongélation pour étre inséminé par voie intra-utérine.

On peut donc retenir les différentes étapes présentées comme une base pour l'avenir,
méme si le protocole doit étre perfectionné avant d’étre appliqué a la création d’une
banque de sperme féline au CERCA.

On peut suggérer de ne prélever que les males de plus d’un an. On préconisera aussi la
pratique d’un éclairement artificiel avant prélevement et d’'un « swim-up » systématique
en cas d’éjaculat tératospermique afin d’améliorer la qualité de la semence. On ajoutera
au spermogramme le calcul du SMI et une étape de coloration (rose Bengale et vert FCF ou
Spermac®) afin de mieux visualiser les lésions acrosomiales. On préconisera le contrdle
rigoureux des températures de refroidissement et un allongement de la période de
congélation (1 heure). On ajoutera de I'Equex® a 0,5% dans le milieu de deuxiéme dilution
pour améliorer la mobilité aprés décongélation et la deuxiéme dilution se fera
préférentiellement juste avant la période de stabilisation a +5°C.

De nouvelles étude seraient intéressantes a mener car certaines questions restent en
suspens : quelle est I'étiologie de la tératospermie chez le chat domestique ? Le ratio entre
stéréo-isomere joue-t-il un role dans l'efficacité de la médétomidine dans I’émission du
sperme ? L’isomeére dextrogyre favorise-t-il la contamination urinaire ? Le milieu proposé
est-il délétere pour les spermatozoides (% mobilité) ? L’ajout de composés antioxydants
est-il efficace ? Quelles corrélations obtient-on entre les résultats du spermogramme et les
taux de gestation ?

Quelles que soient les modifications finales apportées au protocole, il s’avére évident qu’il
ne pourra étre pratiqué que par des personnes habituées a la réalisation du
spermogramme.
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CONCLUSION

Notre projet était de mettre au point un protocole de prélevement et de conservation de
semence féline. Nous souhaitions aboutir a un protocole simple et reproductible en vue de
la création d’une banque de semence féline au CERCA. En effet, nombreuses sont les
demandes actuelles concernant la conservation du potentiel reproducteur des chats de
propriétaires ou d’élevage. Le deuxieme but était d’établir un modele de reproduction
assistée chez le chat domestique, utilisable au sein du programme de sauvegarde des grands
félins sauvages. En effet, le sperme des différentes especes de félins comporte de
nombreuses caractéristiques communes et la grande majorité de ces espéces est menacée
d’extinction.

Notre travail bibliographique a montré qu’il n’existait pas de protocole de congélation défini
et qu’aucun consensus n’était atteint concernant les milieux de dilution. Cependant,
plusieurs techniques de prélevement ont fait leur preuve (électro-éjaculation et
cathétérisme urétral) et I'examen des éjaculats réveéle une semence concentrée, de tres
faible volume et présentant de fortes proportions de morphologies anormales (la
tératospermie est tres répandue au sein de l'espéce). La semence féline est donc
relativement difficile a prélever et elle est fréquemment de trés mauvaise qualité. De plus,
elle est particulierement sensible aux chocs thermique et hypo-osmotique. Il apparait donc
primordial d’améliorer la qualité de la semence avant congélation («swim-up »,
centrifugation, dilution, etc.).

Dans un deuxiéme temps, notre travail expérimental s’est heurté a plusieurs probléemes. Peu
d’individus males entiers étaient disponibles et la majorité des échantillons prélevés étaient
de tres mauvaise qualité (contamination urinaire, tératospermie, faible pourcentage de
mobilité, etc.). Un seul éjaculat a pu étre congelé et ce, avec succes.

On retiendra donc ce protocole comme une base de référence pour l'avenir. Certaines
modifications peuvent d’ores et déja lui étre apportées et de nouvelles études doivent étre
menées pour élucider les questions restées en suspens, concernant I'influence des composés
pharmacologiques utilisés, I'efficacité de I'ajout d’antioxydants et les effets du milieu lui-
méme sur les caractéristiques du spermogramme.
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Annexe 1: Prélevement de semence féline par vagin
artificiel [79,102,119,132,28]

e Animaux

» Male : Habituer I’animal le plus t6t possible et le prélever quotidiennement pendant au
moins deux semaines. Choisir des individus de bon caractere.
> Femelle : Elle doit étre présentée au male en période d’cestrus.

e Matériel nécessaire

» Soit un tube Eppendorff et un embout a pipette pasteur

N

Tube Eppendorff Embout de Vagin artificiel
pipette Pasteur

( Section pratiquée au niveau de la fleche —)

» Soit un tube en plastique de 5mL rempli d’eau a 52°C, un drain de Penrose et un petit tube en

verre.
-
+ + =
Tube en plastique de 5mL Drain de Petit tube en Vagin artificiel
rempli aux % d’eau a 52°C Penrose verre

Méthode
Présenter la femelle en cestrus au male.

Dévier le pénis en érection dans le vagin artificiel au moment de I'accouplement.
Récolte possible 3 fois par semaine maximum.
Un seul manipulateur nécessaire.

VVVYYVYS®
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Annexe 2 : Prélevement de semence féline par électro-
éjaculation [46,119,26,80,79,132,27,108,28]

e Animaux
Tout individu male pouvant étre anesthésié.

e Matériel

> Electro-éjaculateur : amplitude de 0 a 20 V et de 0 a 500 mA, oscillations de 10 a 100 Hz.

» Sonde rectale cylindrique bipolaire de 1 a 1,5 cm de diameétre et de 12 a 14 cm de long avec 3
a 5 électrodes longitudinales (5 a 8,5 cm de long).

» Un tube Eppendorff.

e Anesthésie générale
Injection de kétamine a la dose de 5 mg/Kg et de médétomidine a la dose de 80 ug/Kg par voie intra-
musculaire.

Méthode

> Décubitus latéral

» Electrodes positionnées en regard
de la prostate et maintenues par
une pression ventrale douce. Le
bon positionnement de la sonde
est indiqué par I'extension
symétrique des deux membres
postérieurs et la protrusion de
leurs griffes lors de la stimulation.

» Récolte de la semence directement

dans le tube Eppendorff, a

I’'extrémité du pénis en érection

maintenu décalotté par le

manipulateur.

Tableau : Protocole d’électro-éjaculation selon Howard [46,28]

Série 1 Série 2 Série 3
Stimulations 10 10 10 10 10 10 10 10
Voltage (V) 2 3 4 3 4 5 5 6

On augmente le voltage en 3 secondes, puis on reste au voltage voulu pendant 2 a 3 secondes et on revient a
0V en 3 secondes avant de recommencer la manipulation pour le voltage suivant. On attend 2 a 5 minutes
entre les séries.

» Nécessité de la présence de 2 ou 3 manipulateurs.
Récolte possible tous les 2-3 jours.
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Annexe 3 : Prélevement de semence féline par cathétérisme
urétral apres injection de médétomidine [133]

e Animaux
Tout animal pouvant étre anesthésié.

e Matériel
» Un cathéter urétral félin (Portex jackson®, dic) 3 French de 11 cm de long, sectionné dans
sa partie distale a 9 cm a la lame froide.
» Un tube Eppendorff
» Une seringue de 1mL

e Anesthésie générale
Injection de médétomidine a la dose de 140 pg/Kg par voie intra-musculaire (soit 0,15 mL/Kg).

e Méthode
» Décubitus latéral.
» Décalottage du pénis flasque.

» Sondage urétral : lorsqu’un quart de la sonde est
inséré dans 'urétre, faire rentrer le pénis dans le
fourreau. Exercer une traction sur le prépuce
ventralement et cranialement tout en continuant le
sondage jusqu’a enfoncer la sonde dans sa totalité.

> Ressortir aussitot la sonde de I'urétre.

» Pousser I'air contenu dans la seringue afin de chasser la semence du cathéter jusque
dans le tube Eppendorff.

Recommencer si nécessaire le sondage.

La présence d’un seul manipulateur est nécessaire.

Récolte possible tous les 2-3 jours.

Y VYV
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Annexe 4 : Spermogramme et caractéristiques de la semence

féline selon le mode de prélevement
[119,80,50,102,26,64,46,134,83,65]

e Spermogramme de routine

» Examen macroscopique

= Aspect : blanc laiteux.

= Discolorations : urine, sang, pus...

= pH:mesuré al'aide d’'un pHmetre ou de papier pH.

= Osmolarité

> Examen microscopique

= Mobilité :

0 % de mobilité : observée au microscope optique (opérateur dépendant)

@]

Echelle de mobilité : de 0 a 5 (opérateur dépendant)

0 SMI =0,5 x [(mobilité progressive x 20) + % mobilité)]
= Nombre : hémacytometre ou différentes cellules

= |ntégrité acrosomiale :

0 Coloration au rose Bengale et vert FCF : visualisation des anomalies acrosomiales

(mélange périssable).

0 Chlortétracycline : visualisation de la capacitation par réaction fluorescente.

e Caractéristiques de la semence féline selon le mode de prélevement

VA EE Cu
Volume moyen d’un 0,04 mL 0,27 mL 0,11 mL
éjaculat
pH 7,4 8,61 7,0
Osmolarité 290 a 320 mOsm/Kg
% Motilité > 60% (environ 78% sauf tératospermique)
Motilité progressive >4,5
SMI =84,4
Nombre de 60.106 soit 100 a 200 spermatozoides par champ au grossissement x40
spermatozoide par (semence non diluée)
éjaculat

Concentration

1,73.109/mL \ 0,54.109/mL \ 1,87.109/mL

Volume testiculaire

4,3cm3

% Spermatozoides
normaux

71,6% (Chats normospermiques)

VA : Vagin artificiel
EE : Electro-éjaculation
CU : Cathétérisme urétral apres injection de médétomidine

141




142



Annexe 5 : Le « Swim-up » ou migration ascendante
(Adaptation a la semence féline de la technique
décrite chez le chien [2]) [113,46,134,37]

Cette technique est réservée aux éjaculats tératospermiques.
= Diluer au goutte-a-goutte, a température ambiante, I'éjaculat avec le milieu (gsp 200 L)
dans un tube stérile a fond conique de 5 mL.

Choisir un milieu adapté au sperme félin : le milieu de Tsutsui par exemple.

Composition du milieu de Tsutsui et al. [113] et modifications envisageables:

Tableau : Composition du milieu utilisé par Tsutsui et al. [113] pour la dilution de la semence de chat
et modifications envisageables

Tsutsui et al. [113] Modifications envisageables
Acide citrique 1,30g Idem
Tris (hydroxyméthyl) amino- 2,40g Ou Test
méthane
Fructose 1,00g Pas nécessaire
Potassium de pénicilline 100 000 U Idem
Sulfate de streptomycine 0,10g Idem
Jaune d’ceuf 20 ml Ou DMSO
Eau distillée (gsp volume final) 100 ml idem

= Maintenir le tube a 45°.

= Laisser incuber atempérature ambiante pendant 30 minutes.

= Remettre le tube en position verticale.

= Récupérer 100 uL de la couche supérieure.

= Diluer 4 fois cette fraction contenant les spermatozoides mobiles dans le milieu utilisé
précédemment.

= Centrifuger a 300-700g pendant 5 a 8 minutes.

= Suspendre a nouveau le culot dans 100 puL du méme milieu.
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Annexe 6 : Conservation de la semence féline réfrigérée ou a

La durée de vie des spermatozoides est de|24 heure

température ambiante [134,129,113,36,35,81]

Conservation de semence a température ambiante

VVYYVY

Centrifugation a 300-700g pendant 5-8 minutes, retrait du plasma séminal.

« Swim-up » en cas d’éjaculat tératospermique (cf fiche technique).

Dilution de I'éjaculat au goutte-a-goutte dans le milieu de 1% dilution gsp 200pL.
La durée de vie des spermatozoides est d’environ une heure (-50% de mobilité au
bout d’une heure).

Conservation de semence réfrigérée (a+5°C)

>

>
>

Centrifugation, « swim-up » et dilution si nécessaire a température ambiante
comme décrit ci-dessus.

Deuxiéme dilution dans le milieu de réfrigération (gsp 200uL).
Refroidissement jusqu’a +5°C a la vitesse de -0,5°C/min (3-4°C/min maximum).

environ. Les estimations varient

cependant fortement dans la littérature et s’étalent de 12 heures a 1 semaine...

Tableau : Composition des milieux utilisés pour les dilutions avant conservation a température
ambiante [113] ou a +5°C [135,130].

1% dilution 2°™ dilution
Tsutsui et al. [113] | Modifications | (avant refroidissement)
Zambelli [135,130]

Acide citrique 1,30g Idem idem
Tris (hydroxyméthyl) amino-méthane 2,40g Ou Test idem
Fructose 1,00g Pas nécessaire idem
Potassium de pénicilline 100000 U Idem idem
Sulfate de streptomycine 0,10g Idem idem

Glycérol (concentration finale) - - 4-5% soit 8 mL
jaune d’ceuf 20 ml Ou DMSO idem
Equex® - - 0,5%
Eau distillée (gsp volume final) 100 ml Idem idem
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Annexe 7 : Congélation de semence
féline [129,2,131,134,6,60,69]

Eviter au maximum de congeler des éjaculats tératospermiques ou peu mobiles. Etant donnée la
pauvreté de la semence féline, aucun seuil de référence de mobilité (ou autre critére) n’est
disponible dans la littérature.

e Traitements réalisés avant congélation (a température ambiante)

> Centrifuger a 300-700g pendant 5 a 8 minutes, retrait du plasma séminal.

> Effectuer un « swim-up » si I'éjaculat est tératospermique (cf fiche technique).

» Diluer la semence au goutte-a-goutte dans le milieu de 1% puis 2°™ dilution (4 chaque
dilution : gsp 200pLL).

Tableau : Composition du milieu utilisé par Tsutsui et al. [113], modifié selon Zambelli [130,135] et al.
pour la congélation de semence de chat.

1 dilution 2°™ dilution
Tsutsui et al. [113] | Modifications | (avant refroidissement)
Zambelli [130,135]

Acide citrique 1,30g idem idem
Tris (hydroxyméthyl) amino-méthane 2,40g Ou Test idem
Fructose 1,00¢ Pas nécessaire idem
Potassium de pénicilline 100000 U idem idem
Sulfate de streptomycine 0,10g idem idem

Glycérol (concentration finale) - - 4-5% soit 8 mL
jaune d’ceuf 20 ml Ou DMSO idem
Equex® - - 0,5%
Eau distillée (gsp volume final) 100 ml idem idem

o Refroidissement
» De latempérature ambiante a +5°C, la vitesse de refroidissement idéale est de -
0,5°C/min (-3-4°C/min maximum).
» Stabilisation a +5°C pendant 20 min.
» Conditionner en paillettes de 0,25mL.
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e Congélation
» De-5°C a-40°C, la vitesse de refroidissement idéale est de -3,85°C/min (-10°C/min
maximum), ce qui correspond a une exposition de la semence pendant 10 minutes a 4-5
cm au dessus de I'azote liquide.
» Immersion des paillettes dans I'azote liquide (-196°C).

e Décongélation
> Elle s’effectue rapidement, dans un bain marie a 35°C.

> Séparer immédiatement le glycérol par centrifugation.

e Capacitation
> Elle est spontanée. La semence féline ne nécessite aucun traitement capacitant.
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