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Résumé

La spermoculture est un examen d'aide au diagnostic de certaines infections (induisant ou non
a un probleme de fertilité masculine). Elle accompagne ou suit généralement un spermogramme
ou spermocytogramme qui sont des examens de premiere intention qui peuvent aussi étre
complétés d'examens visant a apprécier les fonctions fécondantes du spermatozoide (Cf.
capacités de pénétration de 1’ovocyte), ou celles impliquées dans la mobilité nécessaire a la
traversée des voies génitales féminines.

La spermoculture guide le choix de I'andrologue vers une thérapeutique antibiotique. Une
spermoculture négative ne garantit pas l'absence d'infection surtout en présence d'une
leucocytose.

La conggélation des spermatozoides est a 1’origine d une importante diminution du métabolisme
voire son arrét complet.

Le refroidissement entraine un changement de composition des membranes, a 1’origine d’une
altération voire d’une rupture de la membrane. Ce changement de composition de membrane
peut entrainer une « fausse » réaction acrosomique et ainsi diminuer la durée de vie du
spermatozoide ainsi que son pouvoir fécondant, c’est ce qu’on appelle la cryocapacitation.

L’étape de centrifugation est réalisée apres la récolte de la semence et a pour but de séparer le
liquide séminal des spermatozoides et d’améliorer la qualit¢é de la semence réfrigérée ou
congelée. Cependant, la centrifugation est a I’origine de perte de spermatozoides lorsque la
force utilisée n’est pas adaptée. De nouvelles techniques de centrifugation sont de plus en plus
utilisées telles que la centrifugation sur « coussins » qui permet de réduire les dommages causés
aux spermatozoides ou la centrifugation sur colloides et la filtration dont le but est de
sélectionner un sperme de haute qualité

Le conditionnement correspond au fractionnement de la semence dans le but de la rendre plus
facilement stockable, identifiable et utilisable. Il existe deux types de conditionnement chez les
différentes especes : les pastilles et les paillettes, les paillettes étant les plus couramment
utilisées de nos jours. Le volume des paillettes ainsi que la concentration en spermatozoides
dans les paillettes possédent une influence sur la qualité de la semence. En général, ce sont des
paillettes de 0,25 millilitre qui sont utilisées avec une concentration de 200 millions de
spermatozoides par millilitre

Ces derniers années 1’origine génétique de certains problémes de subfertilité chez 1’étalon a
était étudiée par le biais de technologies émergentes. D’autres études, destinée a amélioré la
compréhension de la fertilit¢é de 1’homme, ont abordé les mécanismes moléculaires de
régulation du développement et de la fonction des spermatozoides. Ses travaux pourraient ainsi
avoir un intérét chez 1’étalon, méme s’il convient de rester prudent quant a 1’extrapolation de
résultats d’une espece a ’autre

Mots clés : Spermoculture-sperme-cryoconservation-congélation-semence .



Abstract

Sperm culture is an examination to help diagnose certain infections (whether or not it induces
a male fertility problem). It generally accompanies or follows a spermogram or
spermocytogram, which are first-line examinations, which can also be supplemented by
examinations aimed at assessing the fertilizing functions of the spermatozoon (Cf. oocyte
penetration capacities), or those involved in mobility. necessary for crossing the female genital
tract.

Sperm culture guides the andrologist's choice towards antibiotic therapy. A negative sperm
culture does not guarantee the absence of infection, especially in the presence of leukocytosis.

Freezing sperm causes a significant decrease in metabolism or even a complete stop.

The aim of the study was to evaluate the zootechnical performance of dairy cows and to
determine the strengths and weaknesses of the dairy cattle herd management with regard to
reproductive management, particularly the synchronization of heat, reproductive performance
and productivity of females. The study was based on the use of the following protocols (PRID
Delta, use of prostaglandin F2 Alpha, GPG protocol).

Cooling leads to a change in membrane composition, causing membrane alteration or even
rupture.This change in membrane composition can lead to a "false™ acrosomal reaction and thus
reduce the life span of the sperm and its ability to fertilise, this is called cryocapacitation.

The centrifugation step is carried out after the semen is harvested and its purpose is to separate
the seminal fluid from the sperm and to improve the quality of the refrigerated or frozen semen.
However, centrifugation causes loss of sperm when the force used is not adapted. New
centrifugation te chniques are increasingly being used such as "cushion™ centrifugation,
which reduces sperm damage, or colloid centrifugation and filtration to select high quality
semen .

Conditioning is the fractionation of semen to make it more easily storable, identifiable and
usable. There are two types of conditioning in different species: pellets and straws, with straws
being the most commonly used nowadays. The volume of the straws as well as the concentration
of sperm in the straws have an influence on the gquality of the semen. In general, 0.25 milliliter
straws are used with a concentration of 200 million spermatozoa per milliliter.

In recent years the genetic origin of some stallion sub-fertility problems has been studied
through emerging technologies. Other studies, aimed at improving the understanding of male
fertility, have addressed the molecular mechanisms regulating the development and function of
spermatozoa. This work could thus be of interest to the standard, although caution should be
exercised when extrapolating results from one species to another.
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INTRODUCTION

Le cheval occupe une place privilégiée dans la vie et I'imaginaire des populations rurales
algériennes. Il constitue un véritable acteur de développement durable notamment dans le
domaine environnemental, en jouant un role particulier dans une gestion des espaces et des
paysages bénéfiques au maintien et au développement de la biodiversité (Benhamadi et all
2016), mais également dans son rapport avec I’homme en contribuant par ailleurs aux activités
sportives, sociales et culturelles. La population équine est représentée par deux races
principales et de plusieurs croisements : Barbe, Pur-sang Arabe. Elle est estimée a 250.000
chevaux, est constituée a 90% de chevaux Barbe et Arabe Barbe (dit Selle algérien). Les 10%
restante se répartissent entre chevaux Arabe ; Pur-sang Anglais et Trotteur Francais (Rahal et
al, 2009).

L’ Algérie, ainsi que les autres pays du Maghreb, berceau de la race Barbe a pris conscience

de I’importance du cheval Barbe, pur sang Arabe, Arabe-Barbe et Selle algérien.

Vu cette importance, le développement de I’élevage équin a nécessité sa rationalisation et
I’emploi des techniques modernes de gestion des ressources génétiques équines, plus

précisement les biotechnologies de la reproduction.

Pour la sauvegarde du matériel génétique est la pureté des lignées plusieurs travaux ont était

effectuer dans la spermoculture.

Actuellement la reproduction équine est un domaine en pleine évolution avec
I’augmentation du nombre d’inséminations artificielles, notamment 1’insémination artificielle
profonde et le développement du transfert d’embryons (J.Ponthier, et all 2015) Quelle que soit

la méthode utilisée, I’objectif principal est d’obtenir une bonne fertilité en fin de saison (Cité
par Marie A et all, 2010).

Pour se faire il est important de se soucier aussi bien de la jument que de 1’étalon lors

de I’analyse des résultats de fertilite.

Notre étude vise comme objectif principal la contribution a la cryoconservation du sperme du
cheval on maitrise les facteurs de réussite de la récolte ; I’analyse et le traitement de la semence

équine est cela par :



choix des étalons reproducteurs.

préparation du matériel nécessaire.

récolte et analyse des paramétres spermatiques des étalons selectionnés par 1’étude.
conservation de la semence que ce soit par la méthode réfrigérée ou par la
cryoconservation.

> analyse des paramétres spermatiques apreés la décongélation.

> étude microbiologique de la semence équine (identification des germes ou la flore totale

dans le sperme de 1’étalon)

Autrefois, dans notre pays la seule technique de reproduction utilisée dans 1’espéce
équine était la monte naturelle qui est actuellement le moyen disponible au niveau du service

de reproduction équine a I’institut des sciences vétérinaires de Tiaret.

Comme toute discipline sportive le choix des étalons se fait sur des bases des performances
obtenues, cela conduit a une sur exploitation des étalons et par conséquences un taux de fertilité
qui n’est pas satisfaisant, de plus le manque des moyens diagnostiques permettant d’évaluer la
fertilité au niveau du HARAS national de Chaouchaoua oblige le personnel a écarter des
juments et des étalons fertile tout en favorisant d’autres infertiles, ainsi que la monte naturelle

qui est elle-méme un moyen de dissémination des maladies vénériennes.

Sur le plan économique un étalon peut saillir trois juments par semaine (a raison de 10000 DA/
Jument) ; alors L'étalon est économisé puisqu'en moyenne un €jaculat permet de servir environ
25 juments sans limitation du nombre d'lA par chaleur (250000DA), de plus il peut

poursuivre parallelement une carriere sportive (A. Margat, P. Doligez, 2017).

Vu les circonstances sanitaires actuelles causées par la pandémie du covid-19, on n’a pas
pu de réaliser la partie expérimentale pour cela nous nous somme limitée a la partie

bibliographique qui est structuré en deux parties.

X/

++ La premiére partie comprend deux chapitres ;
- le premier chapitre est consacré a un rappele anatomique et physiologique de ’appareil

reproducteur de I’étalon et le deuxiéme chapitre étudie le sperme de 1’étalon.

+« Ladeuxiéme partie est consacrée a la spermoculture, cette derniére elle-méme est
constitué deux chapitres :
-le troisieme chapitre concerne 1’analyse et le traitement de la semence et un quatriéme

chapitre la cryoconservation de la semence équine.



Chapitre
|



Chapitre | : Rappels d’Anatomie et de Physiologie

. L’appareil génital du male : rappels anatomiques

L’appareil génital du male est formé par I’ensemble des organes chargés de 1’¢laboration du
sperme et du dépot de celui-ci dans les voies génitales femelles. 1l se compose de trois grandes

parties : les testicules, les voies spermatiques et de 1’urétre.

Une des caractéristiques de 1’organe qu’est le testicule est qu’il subit une migration, encore
appelée descente testiculaire, au cours du développement de 1’individu. Ce phénomeéne est
commun a I’ensemble des mammiféres et permet au testicule de se trouver a une température
inférieure a la température corporelle. Il s’agit 1a d’une obligation fonctionnelle, nécessaire a

une spermatogénese efficace (ROGER, 2009)

Principe de la descente testiculaire

La migration ou descente testiculaire est le pnénomeéne par lequel la glande génitale méle subit
un déplacement qui la conduit de la région sous-lombaire a la région sous-inguinale dans un
diverticule de la cavité péritonéale ou elle vient faire saillie sous des enveloppes, apparentées a
la paroi abdominale (BARONE, 1956).

Au début du développement embryonnaire, 1’ébauche testiculaire est suspendue au méso
urogénital en position intermédiaire entre le ligament diaphragmatique (crénialement) et le
gubernaculum testis (caudalement). Ce dernier est constitué de trois éléments : le ligament
testiculaire qui le solidarise au testicule, le ligament inguinal et le ligament scrotal.

Ces deux derniers élements sont solidaires de la cavité pelvienne.

Lors du développement feetal, ces différents éléments de suspension ont une croissance
différentielle : la croissance du gubernaculum testis est interrompue alors que le ligament
diaphragmatique s’allonge, suivant ainsi la croissance du feetus. Comme la cavité abdominale
continue pour sa part de s’agrandir, le gubernaculum testis, fixeé en région inguinale, impose
ainsi au testicule une descente relative. Dans un deuxieme temps, un phénomene de rétraction
active du gubernaculum testis se met en place : 1’ébauche testiculaire est alors attirée a
I’extérieur de la cavité abdominopelvienne. Au méme moment, la zone d’attache caudale du
gubernaculum testis subit une cavitation : la cavité vaginale est alors mise en place. (BARONE
1956 ; ROGER 2009).



Chez les équidés, cette migration testiculaire est définitive : une fois descendus, les testicules
ne peuvent remonter dans la cavité abdominale du fait de la présence d’une constriction de
I’anneau vaginal, phénomeéne survenant apres la naissance (BARONE, 2001). Une fois leur
migration achevée, les testicules, les premiéres voies d’excrétion (épididymes et début des

canaux déféerents) ainsi que leurs vaisseaux se trouvent logés dans les bourses testiculaires.

1. Les enveloppes des testicules ou bourses testiculaires

De la surface vers la profondeur, ces bourses sont constituées de cing tuniques superposées,
elles-mémes pouvant étre subdivisées en plusieurs plans. Il s’agit du scrotum, du dartos, du
fascia spermatique externe, du crémaster et de la fibro-séreuse, divisée en fascia spermatique
interne et tunique vaginale (BARONE, 2001).

a. Lesenveloppes superficielles

Scrotum

I s’agit de I’enveloppe testiculaire la plus superficielle, simplement constituée par la peau et le
dartos. La peau du scrotum présente des caracteres particuliers : elle est mince, élastique et
recouverte par un duvet fin. Contrairement aux autres enveloppes testiculaires, le scrotum
constitue un sac commun aux deux testicules (BARONE, 2001).

Dartos
Il s’agit d’une couche de tissu musculaire composée de fibres conjonctives et de fibres
¢lastiques qui tapisse la face interne de la peau scrotale. Il s’agit d’un véritable muscle peaucier

qui joue un réle important dans la suspension des testicules (BARONE, 2001).

Fascia spermatigue externe

Cette enveloppe constitue un premier plan de clivage entre les différentes structures des bourses
testiculaires. Elle est constituée de deux couches d’aspect lamellaire séparées par du tissus
conjonctif lache. Il s’agit d’une zone de désolidarisation entre enveloppes superficielles
(scrotum et dartos) et testicules, ce qui assure une protection mécanique par exemple contre les
chocs (ROGER, 2009).



b.Les enveloppes profondes

Muscle Crémaster

Il s’agit d’un muscle rouge vif issu du muscle oblique interne de I’abdomen. Il prend origine
au niveau de I’anneau inguinal profond, traverse le canal inguinal et couvre les faces latérale et

caudale du fascia spermatique interne (BARONE, 1956).

Fascia spermatique interne

Le fascia spermatique interne forme un sac piriforme débutant a I’anneau inguinal profond. Il
est fortement solidarisé a la lame pariétale de la tunique vaginale ; ils constituent a eux deux la
tunique fibro-séreuse (BARONE, 1956 ; ROGER, 2009)

Tunique vaginale

La tunique vaginale constitue la séreuse du testicule et de son cordon. Elle est constituée de
deux lames, une lame pariétale et une lame viscérale, unies par le mésorchium et qui délimitent
une cavité : la cavité vaginale, diverticule de la cavité péritonéale, avec laquelle elle
communique au niveau de I’anneau vaginal (BARONE, 2001). La cavité vaginale contient une
faible quantité de liquide séreux qui facilite les mouvements du testicule au sein de ses
enveloppes (LITTLE et HOLYOAK, 1992).

La figure 1 illustre I’anatomie des différentes enveloppes testiculaires.

Tendon prépubien

Cordon testiculaire

Verge

Lame pariétale

Lame viscérale

Cavité vaginale

Epididyme

Sac dartoigue
Crémaster

Testicule

Scrotum

Figure 1: Représentation schématique des enveloppes testiculaires. (BARONE 2001)
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En conclusion, les enveloppes testiculaires peuvent étre considérées comme des dépendances,
plus ou moins différenciées, des différentes couches de la paroi abdominale ; comme s’il y avait

eu refoulement de ces divers plans anatomiques lors de la descente testiculaire.

2. Les testicules

Les testicules, glandes génitales du male, sont logés dans les bourses en région inguinale et ont
une double fonction : une fonction gamétogeéne (production des spermatozoides) et une fonction

endocrine (production des hormones sexuelles).

a. Caractéres généraux, conformation et moyens de fixité

Les testicules ne prennent leurs caractéres définitifs qu’a I’époque de la puberté, qui a lieu

entre 19 et 21 mois chez I’étalon (AMANN, 2011).

A la naissance, ces glandes sont de petite taille et ne s’accroissent que fort peu durant la
premiere année de vie. Au moment ou s’établit la sécrétion spermatique, elles subissent un

développement rapide pour atteindre leur dimension et leurs caractéres définitifs.

Chez un étalon de taille moyenne, chaque testicule mesure environ 9-11 centimétres de long,
6-7 cm de haut et 5-6 cm d’un co6té a 1’autre ; mais les variations raciales et individuelles sont
importantes (BARONE, 1956).

Par son bord libre et mobile, chaque testicule repose sur le fond de la cavité vaginale. Son bord
supérieur, uni a 1’épididyme, est attaché¢ au mésorchium ; il s’agit d’un repli du péritoine qui
unit la glande a la paroi postérieure de la vaginale. Ce mésorchium porte le cordon testiculaire,
volumineux pédoncule composé de deux parties : le cone vasculaire et le conduit déférent, tous
deux recouverts par la lame viscérale de la tunique vaginale (BARONE, 2001).



La figure 2 ci-apreés illustre la conformation et les moyens de fixité du testicule.

Canal déférent et son méso

Mesorchium

Cone vasculaire
du cordon spermatique

Téte de I'épididyme
Ligament de la téte de I'épididyme
Corps de I'épididyme

Sinus épididymaire

Queue de
I'épididyme

Extrémité capitée ; —— = Extrémité caudée
du testicule du testicule

Figure 2: Testicule et épididyme gauches du cheval. Conformation et moyen de fixité.

b. Structure du testicule

La structure histologique de la glande testiculaire comprend : un revétement séreux, une
charpente fibreuse (tunique albuginée) et un parenchyme ; pour revue voir BARONE (2001).

Le revétement séreux est une portion de la lame viscérale de la tunique vaginale ; il est

continu avec le revétement de I’épididyme et des mésos. Il est également trés adhérent a

la tunique albuginée.

La tunigue albuginée est une membrane fibreuse épaisse et blanchatre, creusée de canalicules

dans lesquels courent des vaisseaux. Elle constitue ainsi autour du testicule une sorte de coque
continue dont la face profonde forme des cloisons qui subdivisent en lobules le tissu propre du
testicule. Les cloisons convergent vers un axe conjonctif épais présent a I’extrémité capitée du

testicule ; il s’agit du mediastinum testis.
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Le parenchyme testiculaire correspond a la partie non capsulaire du testicule.

Chague lobule du parenchyme testiculaire regroupe deux a quatre tubes séminiféres contournés,
siege de la spermatogénese. Ces tubes sont fortement intriqués et échangent des anastomoses ;
ils sont collectés par les tubes seminiféres droits, situés au sommet de chaque lobule.
(BARONE, 1956).

Entre les tubes séminiféres, 1’espace est comblé par une trame conjonctivo-vasculaire dans
laquelle sont disséminées les cellules interstitielles, encore appelées cellules de Leydig. Ces
cellules sont notamment a 1’origine de la sécrétion d’une hormone sexuelle : la testostérone
(ROGER, 2009).La figure 3 représente de maniere schématique la structure du testicule et de

I’épididyme de 1’étalon.

Téte de I'épipididyme

N\ _— Canal déférent

Corps de I'épididyme

Queue de

Rete testis A
> SRR
Tubes — mm
séminiféres droits {(‘gf 3

)
S
EEA

Figure 3: Schéma de la conformation interne du testicule et de [’épididyme.

Lobules et tubes

contournés Tunique

Septum albuginée

interlobulaire

3. Les voies spermatiques

Les voies d’excrétion du sperme ou voies spermatiques s’étendent des testicules jusqu’au sinus

uro-génital.

Les premiers segments de ces voies sont constitués par les tubes droits, le rete testis et les
canalicules efférents, précédemment décrits dans 1’étude des testicules (Cf. 1. A. 2. b.). Puis ces
voies spermatiques se poursuivent par un long conduit qui présente deux segments nettement
différenciés :

la partie proximale, 1’épididyme, et la partie distale, le canal déférent. Ce dernier va jusqu’a

I’urétre, qui représente le sinus uro-génital. Dans sa partie terminale, le canal déférent présente
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des dépendances glandulaires, dont la principale est la glande vésiculaire ou glande séminale.
Pour revue, voir BARONE (2001).

a. L’épididyme

L’épididyme est un organe allongé, qui suit le bord supérieur du testicule. Il regoit de I’extrémité
capitée de la glande testiculaire les canalicules efférents et se continue caudalement par le canal
déférent. Il joue un roéle important dans le stockage des spermatozoides, qui subissent une
maturation lors de sa traversée. La longueur de 1’organe en place est de 12 a 13 centimeétres
mais en réalité, 1’épididyme est formé par un tube trés flexueux logé a I’intérieur d’une gaine
contentive : une fois totalement déplié, ce tube atteint chez le cheval une longueur moyenne de
70 a 80 metres (BARONE, 1956).

L’¢épididyme est constitué par un long systeme canaliculaire pelotonné a I’intérieur d’une
membrane albuginée, qui fait suite a la tunique albuginée du testicule. Cette membrane se réduit
peu a peu & un mince tissu conjonctif sous-séreux a 1’origine du canal déférent. Le systéme
canaliculaire est d’abord formé par les canalicules efférents issus de la glande testiculaire, puis
ceux-ci se rejoignent et constituent un canal unique : le canal épididymaire dont les
circonvolutions forment la quasi-totalité du corps et de la queue de 1’épididyme (BARONE,
1956).

b. Le canal déférent

Le canal déférent fait suite au conduit épididymaire et s’étend jusqu’a la portion pelvienne de
I’urétre, au niveau de laquelle il s’abouche par le conduit ¢jaculateur, en méme temps que la

vésicule séminale correspondante.

Le canal déférent chemine tout d’abord avec le cordon testiculaire, puis travers 1’anneau
vaginal. Il vient ensuite caudalement dans la région du bassin, passe au-dessus de la vessie et
se rapproche du canal déférent issu du deuxieéme testicule avant de s’aboucher a I’urétre. Ce
trajet permet de définir quatre portions : testiculaire, inguinale, abdominale et pelvienne. Le
canal deférent présente un calibre régulier sur toute sa longueur excepté dans sa portion
terminale, pelvienne : ce renflement est désigné sous le terme d’ampoule du canal déférent.
(BARONE, 2001 ; ROGER, 2009).

L’organisation structurale du canal déférent permet I’acheminement du liquide élaboré par

la glande génitale tout le long du conduit jusqu’au canal uro-génital (BARONE, 1956).



c. Lesglandes vésiculaires

Les glandes vésiculaires sont deux formations glandulaires allongées situées dorsalement a la
vessie et annexées a la terminaison du canal déférent. Chacune de ces glandes débouche dans
I’urétre par l’orifice ¢éjaculateur, qu’elle constitue avec la terminaison du canal déférent

correspondant.

Ces glandes produisent notamment du fructose, source énergétique pour les spermatozoides
(BARONE, 2001).

La figure 4 ci-dessous illustre de maniéere schématique la disposition des voies spermatiques.

Vésicule séminale

Prostate

Portion
abdominale

Canal Portion

e Urétre
déférent inguinale

Portion
funiculaire

Epididyme

\zz\‘ Portion testiculaire

Testicule

Figure 4: Schéma de [’aspect médial du canal déférent droit de [’étalon. (BARONE, 2001)

4. L’urétre du male (canal uro-génital)

L’uretre male est un long conduit impair ayant pour fonction I’excrétion de 1’urine et aussi celle
du sperme. Il fait suite au col de la vessie ; prés de son origine, il regoit le débouché des voies
spermatiques. Il longe le plancher pelvien, puis sort du bassin et se poursuit dans le pénis, a

I’extrémité duquel il se termine par le méat urinaire ; pour revue voir BARONE (2001).
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a. Caractere généraux
De part son trajet, I’urétre du male peut étre divisé¢ en deux portions. La premicre, la plus
proximale, est dite intra-pelvienne : elle est dépourvue de formations érectiles mais présente
des glandes annexes importantes. La deuxiéme, distale, est dite extra-pelvienne ou pénienne et,
au contraire de la portion précédente, elle est entourée de tissu érectile mais dépourvue de
glandes annexes. Chez un cheval de taille moyenne, la longueur totale de 1’urétre est de 60 a 70

centimetres, dont 10 a 15 seulement appartiennent a la portion pelvienne (BARONE, 2001).

Conformation intérieure

La portion intra-pelvienne de I’urétre est limitée par deux rétrécissements : le premier,
proximal, correspond au col de la vessie et le second, caudal, correspond a I’isthme de
I’urétre. Ces deux rétrécissements délimitent une partie plus large appelée fosse prostatique,
au niveau de laquelle se trouvent les orifices ¢jaculateurs, dans lesquels s’abouchent en
commun les canaux déférents et les vésicules séminales. C’est également au niveau de la
fosse prostatique que se trouvent les orifices des canaux excréteurs de la prostate.

La portion pénienne comporte & son origine les orifices excréteurs des glandes bulbo-
urétrales, encore appelées glandes de Cowper (BARONE, 2001 ; ROGER, 2009).

La figure 5 ci-apreés représente de maniére schématique la disposition générale de I’urétre
et de ses glandes annexes.

\ Vésicule séminale

/‘\ Prostate
Canal \ Canal éjaculateur
déférent ‘ \"

Uretre

Figure 5: Schéma de I’aspect médial de ['urétre droit de [’étalon. (BARONE, 2001)




Le conduit urétral est constitué d’une muqueuse doublée en certains endroits par un tissu
érectile et enveloppée par une couche musculaire. Le tissu érectile de la paroi urétrale, dans sa
portion pénienne (corps spongieux de 1’urétre) présente des éléments vasculaires sont trés
développés et peuvent accumuler une grande quantité de sang. La couche musculaire est
constituée de fibres musculaires striées circulaires, dont la contraction joue un réle dans la
miction et 1’¢jaculation (ROGER, 2009).

b. Glandes annexées a I’ureétre

A Turétre sont annexées des glandes dont les sécrétions sont déversées au moment de
’¢jaculation et diluent le sperme, lui donnant ainsi sa composition finale. L une de ces glandes
est impaire et volumineuse : il s’agit de la prostate. Les autres, plus petites et paires, constituent
les glandes bulbo-urétrales, pour revue voir BARONE (2001).

PROSTATE

La prostate est une glande impaire volumineuse située a cheval sur le col vésical.

Elle résulte en fait de ’agglomération de glandules multiples, unies par un stroma
commun, mais débouchant par des conduits distincts (10 a 20 de chaque c6té, chez le
Cheval) dans la partie initiale de 1’urétre. [...] De teinte grisatre et d’aspect rugueux,
la prostate est aplatie dorso-ventralement, étirée transversalement et élargie a ses
extrémités. On peut lui distinguer une partie moyenne et deux lobes latéraux
(BARONE, 2001).

GLANDES BULBO-URETRALES ou DE COWPER

Elles forment une paire de corps globuleux, de consistance ferme et de texture plus dense que
la prostate. Chacune d’elles est longue de 4 a 6 centimétre et large de 2 & 3 centimétres chez
I’animal entier. Elles sont situées en avant et au-dessus de 1’arcade ischiale et couvertes par leur
muscle compresseur, qui leur donne une teinte rougeatre. [...] Leur structure est assez

comparable a celle de la prostate (BARONE, 2001).

c. Formations érectiles annexées a I’urétre

Ces formations érectiles correspondent a des lacunes sanguines entourées par une enveloppe
conjonctive. Lors d’un afflux sanguin au niveau de ces lacunes, 1’augmentation de pression

cavitaire déforme 1’organe, le pénis, et le rigidifie (ROGER, 2009). La portion pénienne de



I’urétre est associée a quatre formations érectiles qui déterminent la conformation et le
fonctionnement du pénis : les deux corps caverneux du pénis, le corps spongieux de I'urétre et

le corps spongieux du gland ; pour revue, voir BARONE (2001).

CORPS CAVERNEUX DU PENIS

Le corps caverneux est la formation érectile la plus développée ; elle forme avec son homologue
la partie principale du pénis et supporte les autres constituants de 1’organe. Il est formé a
I’origine par deux parties latérales, qui restent distinctes chez de nombreux Mammiferes, mais
qui fusionnent précocement chez le cheval, chez lequel les traces de sa nature double ne sont
perceptibles qu’au niveau de la racine du pénis (BARONE, 1956). Les corps caverneux sont

donc généralement décrits ensemble, comme une formation unique, impaire et symétrique.

Le corps caverneux prend son origine sur le bord caudal de 1’os ischium correspondant et son
extrémité libre plonge dans le corps spongieux du gland, dont elle reste toujours parfaitement
délimitée (BARONE, 2001).

L’érection est commandée par le systéme nerveux autonome mais son mécanisme repose

essentiellement sur 1’existence de ce réseau vasculaire.

CORPS SPONGIEUX DE L’URETRE

Ce tissu érectile peut étre considéré comme une différenciation de la sous-muqueuse de ’urétre.

I1 existe sous une forme rudimentaire dans la portion pelvienne de I'urétre et prend toute son
importance dans la portion pénienne. Sa structure est tout a fait semblable a celle du corps
caverneux (BARONE, 2001).

CORPS SPONGIEUX DU GLAND

Cette formation érectile occupe I’extrémité libre du pénis, ou elle entoure I’extrémité du corps
caverneux. Elle est tres développée chez les équidés et se prolonge a la face dorsale du corps
caverneux sur une dizaine de centimétres au-dessus du gland, formant ainsi le processus dorsal
du gland. Le tissu erectile du corps spongieux du gland est comparable a celui du corps
spongieux de 1’urétre ; ses cavernes sont seulement plus vastes et dilatables, sauf a la jonction
des deux formations (BARONE, 2001).



5. La verge ou pénis

Le pénis est I’organe copulateur du male ; il est essentiellement constituée de formations
érectiles (corps caverneux, corps spongieux de ’urétre et du gland). Chez les équidés, il
commence au niveau de ’arcade ischiale ; il descend entre les deux cuisses, passe entre les
deux sacs dartoiques et se prolonge sous le ventre, ou sa partie libre est contenue dans le
fourreau. En effet, cet organe comporte deux parties : une partie fixe, proximale, qui est
maintenue par un systéme d’aponévrose et de ligaments et une partie libre, mobile et détachée,
qui peut étre portée dans les voies génitales femelles lors de 1’érection. Pour revue, voir
BARONE (2001).

a. Caracteres généraux

Les principaux composants du pénis ont déja été décrits (Cf. 1. A. 4. c.). Il s’agit du corps
caverneux, du corps spongieux de 1’uretre et du corps spongieux du gland, qui sont des
formations érectiles annexées a la portion pénienne de I'urétre. lls sont complétés par des

fascias, des muscles et un tégument ; pour revue, voir BARONE (2001).

Les muscles du pénis sont au nombre de trois. Le muscle bulbo-spongieux est un muscle
impair, stri¢ et appartient au corps spongieux de 1’urétre. Le muscle ischio-caverneux est aussi
un muscle strié mais pair et il couvre la racine du pénis correspondante. 1l joue un réle important
lors de I’érection en comprimant les vaisseaux et la racine du pénis. Enfin, le muscle rétracteur
du pénis est un muscle pair, formé de fibres musculaires lisses et de fibres élastiques. Ce muscle
permet de ramener le pénis dans sa position de repos, aprés 1’érection (BARONE, 2001).

La partie libre de la verge est entierement revétue par un tégument mince et généralement
pigmenté.

Les figures 6 et 7 ci-apres représentent la structure interne du pénis chez le cheval.
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Figure 6: Coupe transversale du pénis du Cheval, au niveau de la partie moyenne du pénis.
(BARONE, 2001)
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Figure 7: Coupe transversale du pénis du Cheval, en arriere de la couronne du gland (le
gland isolé est vu par derriere). (BARONE, 2001)
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b. Vascularisation et innervation

La constitution complexe du pénis, sa physiologie et ses importantes variations de volume, liées
au mécanisme de 1’érection, imposent aux vaisseaux et aux nerfs une topographie complexe ;

pour revue, voir BARONE (2001).

Le pénis est vascularisé par plusieurs artéres dont 1’artére profonde du pénis et I’artére dorsale
du pénis ; qui longe la face dorsale de 1’organe. Ces arteres font suite a I’artére honteuse interne
apreés sa sortie de la cavité pelvienne et assurent 1’irrigation des corps caverneux. Les
terminaisons de I’artére honteuse externe, dont 1’artére craniale du pénis, assurent quant a elle,

I’irrigation du gland.

Les veines du pénis sont volumineuses ; elles constituent un important plexus le long du bord
dorsal de I’organe. Ce plexus dorsal s’étend jusqu’aux racines du pénis sous la forme de deux
gros troncs flexueux, largement anastomosés entre eux. Ce plexus est drainé par deux systemes,
I’un antérieur, qui se jette dans la veine fémorale, et I’autre postérieur, qui aboutit a la veine

honteuse BARONE (2001).

La figure 8 ci-dessous illustre 1’organisation vasculaire de la verge chez 1’étalon.

A. et V. honteuses internes

A.etV. obturatrices

A. et V. honteuses externes
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Plexus veineux dorsal

de la verge
Gland A. et V. dorsales

du gland

A. et V. caverneuses
A. et V. postérieures de la verge

Ligament
suspenseur

de la verge
Corps caverneux

Figure 8: Vascularisation de la verge chez l’étalon. A. : artere, V. : veine. (BARONE, 2001)
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Le pénis est innervé par le nerf honteux et par le plexus pelvien ou hypogastrique. Sur la face
dorsale du pénis, le nerf honteux se continue par le nerf dorsal du pénis. Ce nerf comporte,
entres autres, des fibres sympathiques qui vont au corps caverneux et au corps spongieux du
pénis de méme qu’au tissu érectile du gland (BARONE, 1956).

c. Le fourreau ou prépuce

Le fourreau est constitué de deux lames tégumentaires, une externe et une interne, raccordees
I’une a I’autre au niveau de I’anneau préputial. Entre ces deux lames, se trouve un plan
conjonctivoélastique tres lache. La lame externe se compose de la peau, peu différente de celle
des régions voisines, notamment le scrotum. Sur sa face ventrale, on peut observer le raphé du

fourreau.

La lame interne correspond a une peau modifiée, plus mince et pourvue de poils tres fins et
courts chez les équidés. Cette lame interne présente des glandes sébacées particulieres, les
glandes préputiales, qui sécretent un produit appelé le smegma préputial (BARONE, 1956).

La figure 9 représente la conformation du prépuce chez les Equidés.
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Figure 9: Partie libre du pénis et prépuce du Cheval. (CONSTANTINESCU, 2010)
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I1. Physiologie de la reproduction chez I’étalon

Des notions simples de physiologie de la reproduction chez I’étalon sont détaillées dans ce
chapitre afin de rappeler le role des différents éléments composant 1’appareil génital et de

comprendre les mécanismes qui sous-tendent les interactions entre ces eléments.

Nous allons aborder la spermatogénese et ses spécificités chez I’espéce équine, la régulation

endocrine de la reproduction et enfin la puberté chez 1’étalon.

1. La spermatogénése et ses spécificités chez I’espece équine

La spermatogénése débute au moment de la puberté, qui survient entre 15 et 21 mois d’age
chez I’étalon (AMANN, 2011).

L’épithélium spermatogéne, situé au niveau des tubules séminiféres, est constitué par
I’ensemble des cellules dérivées des gamétocytes (cellules a 1’origine des spermatogonies) et
qui interviennent dans les différentes étapes de la spermatogénese : spermatogonies,
spermatocytes primaires, spermatocytes secondaires et spermatides (AMANN, 1993).

La durée de la spermatogénese est d’environ 57 jours chez I’étalon (AMANN, 2011). Ainsi,
lors de dommages testiculaires (causés par une augmentation de la température ou
I’administration d’hormones stéroidiennes par exemple), un délai de 2 mois minimum est requis

pour retrouver une spermatogénése normale.

Etapes de la spermatogénése

La spermatogénese se déroule au sein des tubules séminiferes des testicules. Trois grandes
étapes sont nécessaires pour passer d’une spermatogonie a un spermatozoide : la

spermatocytogénese, la méiose et la spermiogénése (AMANN, 1993).

La spermatocytogénese dure 19,4 jours chez 1’étalon. Elle est caractérisée par une phase de
multiplication (par mitoses) et de différenciation des spermatogonies, ce qui aboutit a la
formation des spermatocytes. La phase de multiplication cellulaire assure également le
renouvellement des spermatogonies, nécessaire au maintien d’un nombre suffisant de cellules

souches (LITTLE et HOLYOAK, 1992).



La deuxieme étape, qui fait intervenir le phénomeéne de méiose, dure également 19,4 jours chez
I’étalon. Dans un premier temps, cette étape se caractérise par I’échange de matériel génétique
entre les chromosomes homologues des spermatocytes primaires. Ensuite, les deux divisions
successives de la méiose produisent les spermatides haploides (AMANN, 1993).

La spermiogénese dure 18,6 jours chez I’étalon. Elle se caractérise par I’acquisition de fonctions
. a la fin de cette étape, les spermatides sont complétement différenciées. Elles sont alors
nommées spermatozoides quand elles quittent 1’épithélium spermatogéne (AMANN, 1993). La
figure 10 représente de maniére schématique les étapes de la spermatogénese.
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spermatogonies A \ /

~
Mitose Méiose Q)Qvav;

SpermatogoniesA

Multiplication ‘ Différenciation

Figure 10: Etapes de la spermatogénése. (d’aprés AMANN, 2011)

Les cellules de Sertoli

Les cellules de Sertoli sont des cellules de soutien qui reposent sur la lame basale des tubules
séminiferes.. L’activité des cellules de Sertoli est sous la dépendance de la FSH (Follicle-
Stimulating Hormone), hormone hypophysaire et la testostérone, sécrétée par les cellules de
Leydig (AMANN, 2011).

Le nombre de cellules de Sertoli présentes dans un testicule conditionne le nombre de
spermatozoides que peut produire ce testicule. Les cellules de Sertoli se multiplient seulement

32



au cours de la vie feetale et de la premiére année de vie de I’individu et leur nombre est
caractéristique de I’espece (AMANN, 2011).

Chague cellule de Sertoli est reliée aux cellules adjacentes via des jonctions intercellulaires
particuliéres (des jonctions serrées notamment), ce qui délimitent deux compartiments au sein

du tubule séminifére :

= le compartiment basal est le siége de la spermatocytogénese ; il contient
les spermatogonies et les spermatocytes primaires ;

* le compartiment adluminal contient les spermatocytes secondaires, les
spermatides et les spermatozoides.

La barriére ainsi constituée, appelée barriére hémato-testiculaire, sépare les spermatides et les
spermatozoides de la circulation générale sanguine et lymphatique, et donc des cellules de
I’immunité. Ceci est essentiel, car les spermatides et spermatozoides, cellules haploides,
présentent des caractéristiques antigéniques reconnues comme étrangeres par le systeme
immunitaire de I’étalon. Lorsque cette barriere ne remplit pas son role, des anticorps
antispermatiques peuvent se développer et étre responsables d’une orchite auto-immune et donc
d’une stérilité (LITTLE et HOLYOAK, 1992 ; AMANN, 1993).

Les cellules de Leydig

Les cellules de Leydig sont localisées dans le tissu interstitiel, en dehors des tubes séminiferes,
et a proximité des vaisseaux sanguins et lymphatiques. Leur réle principal est la synthese et la
sécrétion d’hormones stéroidiennes. Ces hormones vont participer a la régulation de ’activité
de I’épithélium spermatogéne, de 1’axe hypothalamo-hypophysaire et des glandes sexuelles
accessoires (AMANN, 1993).

Les hormones stéroidiennes sécrétées par les cellules de Leydig sont : la testostérone,
I’androsténedione, 1’androsténediol, la dihydrotestostérone, la 3 alpha-androstanédiol et la 3
bétaandrostanédiol, I’cestrone, 1’cestradiol et la progestérone. Bien que les cellules de Leydig
sécrétent plus d’cestrogénes que de testostérone chez I’étalon, la testostérone constitue
I’hormone stéroidienne avec la plus grande importance physiologique dans la régulation de la
fonction de reproduction (AMANN, 2011).

Les cellules de Leydig sécretent de maniére continue un taux basal d’hormones stéroidiennes.
Mais de maniére périodique, la sécrétion de testostérone peut étre stimulée : la concentration

sanguine de testostérone est alors 2 a 4 fois plus élevée par rapport a la concentration basale.



Notamment, la LH (luteinizing hormone), sécrétée par 1’adénohypophyse, stimule la sécrétion
de testostérone par les cellules de Leydig (AMANN, 2011).

La figure 10 ci-apres illustre la relation spatiale entre les différents éléments constituants

les tubes séminiferes (cellules de la lignée germinale, cellules de Sertoli, cellules de

Leydig, ...).
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Figure 11: Schéma illustrant I’organisation cellulaire des tubes séminiféres. (d’aprés AMANN, 2011)

Lors de leur libération dans la lumiere des tubules séminiferes, les spermatozoides ne sont pas
fonctionnels, ni fertiles. 1ls subissent lors de leur trajet dans les voies génitales méales toute une
série de changements nécessaires a 1’acquisition de 1’ensemble de leurs fonctions. Lors de cette
phase dite de maturation, les spermatozoides acquierent notamment leur mobilité et leur
pouvoir fécondant.
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2. La régulation endocrinienne de la fonction de reproduction chez I’étalon

La fonction des organes de 1’appareil génital est contrdlée par le systéme neuroendocrinien. Ce
systéme comprend notamment 1’hypothalamus et I’hypophyse. Les testicules ne sont pas des
glandes neuroendocrines mais contiennent des cellules neuroendocrines dispersées. Ces
cellules sécréetent des hormones en réponse a des signaux chimiques : les cellules de Leydig par
exemple assurent la production puis la libération de testostérone en réponse a la sécrétion de

LH (luteinizing hormone) par 1’adénohypophyse.

a. L’axe hypothalamo-hypophysaire

Sous I’effet de certains stimuli neuronaux, 1I’hypothalamus synthétise et sécréte des hormones
dites releasing hormones, c’est-a-dire qui vont entrainer a leur tour la sécrétion d’hormones par
leurs organes/cellules cibles. La GnRH (Gonadotropin-Releasing Hormone) est 1’hormone
sécrétée par I’hypothalamus qui est impliquée dans le contrdle de I’activité de reproduction.

Elle va agir sur I’adénohypophyse via des récepteurs spécifiques (AMANN, 2011).

L’hypophyse ou glande pituitaire, localisée & la base du crane, est en relation avec
I’hypothalamus via des vaisseaux portes. Cette glande est formée de deux parties : le lobe

antérieur correspond a 1’adénohypophyse et le lobe postérieur correspond a la neurohypohyse.

Sous I’action de la GnRH, I’adénohypophyse produit deux hormones impliquées dans la
fonction de reproduction : la Luteinizing Hormone (LH) et la Follicule-Stimulating Hormone
(FSH). Ces hormones sont dites gonadotropes car elles ont une action directe sur les ovaires et
les testicules. Chez le male par exemple, elles vont stimuler la production d’hormones

stéroidiennes et de spermatozoides au niveau des testicules (AMANN, 2011).

La neurohypophyse synthétise différents neuropeptides dont 1’ocytocine. L’ocytocine agit
notamment sur les muscles lisses en stimulant leurs contractions. Chez le male, 1’ocytocine
stimule la contractilité des voies vectrices des spermatozoides : au moment de 1’¢jaculation, la
libération d’ocytocine par la neurohypophyse stimule la contraction des muscles lisses au
niveau de la queue de I’épididyme, permettant ainsi leur progression dans les voies génitales
males (FILIPPI et al., 2002).



b. Les hormones testiculaires

Les principales hormones testiculaires sont les hormones stéroidiennes sexuelles. Elles sont
synthétisées et sécrétées chez I’étalon par les cellules de Leydig, localisées dans le tissu
interstitiel.  Elles se divisent en trois familles : les androgénes, les cestrogénes et les
progestagénes. Des hormones glycoprotéiques sont également synthétisées au sein du testicule,
par les cellules de Sertoli, situées au niveau de 1’épithélium séminifére. Il s’agit notamment de

I’inhibine et ’activine.

Les androgenes (testostérone, androsténedione, androsténediol, dihydrotestostérone, ...)

ont de multiples rdles, aussi bien au niveau du parenchyme testiculaire qu’au niveau d’organes

périphériques (AMANN, 1993).

Le testicule sécrete également des cestrogénes : 1’aestrone, 1’eestradiol et 1’estriol. L’étalon
produit une quantité d’cestrogénes plus importante par rapport aux autres espéces de

mammiféres. Les cestrogénes agissent par rétrocontrole sur 1’axe hypothalamo-hypophysaire
(ROSER, 2011).

L’inhibine et I’activine appartiennent toutes les deux a la superfamille des Transforming
Growth Factors- beta. Ces deux protéines ont a la fois des fonctions endocrines, paracrines et
autocrines (ROSER, 2011).

L’inhibine est une hormone glycoprotéique sécrétée par les cellules de Sertoli, au niveau des
testicules, chez le méle. Elle agit sur I’adénohypophyse et inhibe la synthese et la sécrétion de

la FSH par un mécanisme de rétrocontréle négatif (ROSER, 2011).

L’activine est également une hormone glycoprotéique sécrétée par les cellules de Sertoli. Le
role de I’activine n’a pas encore été totalement élucidé chez I’étalon. Cependant, chez les autres
especes domestiques, la FSH semble stimuler la synthése et la sécrétion d’activine au niveau
des cellules de Sertoli et ’activine semble agir au niveau de I’adénohypophyse sur la sécrétion

de la FSH, via un mécanisme de rétrocontrole négatif (ROSER, 2011).

Ces différentes hormones (androgenes, cestrogeénes, inhibine et activine) interviennent dans le
contr6le hormonal de la fonction de reproduction, de part leurs actions sur I’axe
hypothalamohypophysaire.



c. La régulation de la fonction de reproduction

Chez la grande majorité des espeéces mammiferes, dont les équidés, 1’activité sexuelle
normale est sous le controle du fonctionnement dynamique de 1’axe hypothalamo-
hypophyso-testiculaire.

Des stimuli environnementaux tels que la photopériode régulent la sécrétion de GnRH par
I’hypothalamus ; le taux plasmatique de GnRH contrdle la synthése et la sécrétion de LH et
FSH par 1’adénohypophyse et les hormones gonadotropes (LH et FSH) régulent la production
des androgenes, estrogenes, protéines et autres facteurs locaux sécrétés par les testicules.
Finalement, les androgenes, cestrogeénes et hormones glycoprotéiques (inhibine, activine)

testiculaires exercent des rétrocontrdles négatifs sur I’hypothalamus et I’hypophyse (ROSER,
2011).

La figure 12 représente de maniere schématique et synthétique les contr6les hormonaux

impliqués dans la fonction de reproduction chez I’étalon.

Photopériode

\\ HYPOTHALAMUS | <
@ TetE

GnRH
+
s> | ADENOHYPOPHYSE

1@ @Tets

CELLULES
DE
SERTOLI

|

(Estrogénes
Testosterone

- /
mportementsexuel

Spermatogénése
p g Maintien des caractéres
sexuels secondaires

glgndes sexuelles gecessoires |

Inhibine
Activine

Figure 12: Schéma de la régulation endocrinienne de la fonction de reproduction chez
[’étalon. A : activine ; E : eestrogenes ; I : inhibine ; T : testostérone. (d’aprées AMANN, 2011)
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En conclusion, la fonction de reproduction repose sur un équilibre hormonal fragile. L’injection
d’hormones chez 1’étalon (notamment des anabolisants stéroidiens) peut donc se révéler

dangereuse et altérer de manicre profonde la fonction reproductrice de I’individu.

3. La puberté chez I’étalon
Chez I’étalon, la puberté se définit comme le moment a partir duquel I’individu est capable de
pendre part avec succes dans I’acte de reproduction. Elle a lieu entre 19 et 21 mois dans I’espéce
équine (AMANN, 2011).
Pour AMANN (2011), la puberté se définit comme le moment ot le premier éjaculat de 1’étalon
contient 50 millions de spermatozoides dont plus de 10% est motile. Dans une étude portant sur

15 jeunes étalons, la puberté s’est produite a environ 83 semaines mais 11 étalons sur 15 ont
atteint la puberté a I’age de 90 semaines.

A la naissance, les testicules de 1’étalon contient des cellules indifférenciées, des gonocytes
(cellules précurseurs des spermatogonies et des cellules de Sertoli) ainsi que trés peu de cellules
de Leydig fonctionnelles. La période qui suit, dite période infantile, est caractérisée par une
absence de sécrétion d’hormones gonadotropes par [’adénohypophyse, par une faible
production d’hormones stéroidiennes par les cellules de Leydig et par une diminution du
nombre de gonocytes. Il n’y a pas non plus de spermatogénése. Cette période dure plus de 6
mois chez I’étalon ; puis se mettent en place des changements qui préparent 1’individu pour la
puberté : on parle de période prépubére. Le moment ou ces changements interviennent est
variable selon les individus et semblent étre influencés par la race et la saison de naissance de
I’individu (AMANN, 2011).

La période prépubere est caractérisée par des modifications au niveau de [’axe
hypothalamohypophysaire. Vers 9 mois d’age, les concentrations plasmatiques en FSH et en
LH augmentent. Vers 12 mois, les testicules augmentent de taille et se développent rapidement.

Quelques mois plus tard, ils commencent a produire des spermatozoides. La production de
testostérone par les cellules de Leydig augmente également pendant cette période et peut étre

facilement mise en évidence grace a une prise de sang a partir de 19 mois d’age (AMANN,
2011).

Ces changements culminent au moment de la puberté, quand I’é¢talon produit des
spermatozoides fertiles. Suite a la puberté, une période de maturité sexuelle permet a 1’étalon
d’acquérir sa capacité reproductrice maximale via une augmentation de la taille des testicules,
une augmentation de la production journaliére de spermatozoides et un développement des
réserves spermatiques (AMANN, 2011).
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Chapitre Il : Le sperme de I'étalon

. Le sperme de I’étalon : de la production a la
fecondation

Le sperme est composé des spermatozoides, du fluide testiculaire et des sécrétions des
glandes annexes. Il est éliminé par le méat urinaire lors de 1’éjaculation, a raison d’une

moyenne de 100 (20 a 300) cm?® de sperme par éjaculat en moyenne.

1 — Aspect externe et composition

1.1 — Aspect externe

1.1.1 — Volume

L’¢jaculat de 1’étalon est composé de deux fractions majeures : une fraction liquide
(contenant la majorité des spermatozoides) et une fraction gélatineuse. Si le tube collecteur
dispose d’un filtre, le volume de la fraction liquide peut étre lu directement sur ce tube
collecteur. Par contre, le volume de la fraction gélatineuse doit étre établi a partir de la portion
retenue par le filtre. Certains étalons ont des éjaculats completement dépourvus de gel

1.1.2 — Couleur et consistance

La couleur normale de I’éjaculat équin est grisatre a blanchatre selon la concentration
en spermatozoides. Cette couleur peut devenir rose, rougeatre ou rouge Vvif lorsque le sperme
contient du sang (hémospermie). Une couleur jaunatre peut signaler la présence d’urine

(urospermie) ou de pus (pyospermie). L’¢jaculat est homogene et de consistance aqueuse sauf

Lorsqu’il contient une partie de la fraction gélatineuse. 1l peut paraitre trouble



SURNAGEANT

Figure 13: aspect du sperme d’étalon aprés centrifugation

1.2 — Composition chimique

La composition chimique du sperme est la suivante :
- Eau (80%)
- matiére organique (6%)
- lons (calcium, phosphate...)
- lipides
- glucides (fructose)
- albumines et globulines
- bases aminées

2 — Spermatogénese et spermiogenese

La formation du spermatozoide se fait en deux étapes : la spermatogénése et la
spermiogénése, qui débutent au niveau des tubes séminiferes puis se déroulent dans
I’épididyme, pour finir dans les voies génitales femelles. La durée de la formation du
spermatozoide est de 49 jours chez I'étalon. La connaissance de cette durée est importante
pour la préparation de I'animal en vue d'une saison de monte. De méme un incident influencant

la production des spermatozoides peut avoir des répercussions sur I'aptitude reproductrice 49
jours plus tard .
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2.1 — Spermatogenese

La spermatogénése commence dans les testicules, en tout premier lieu dans les tubes
séminiféres. Elle se met en route aprés la puberté sous I’action de la LH (Luteinising Hormone)
sur les cellules de Leydig et de la FSH (Follicle Stimulating Hormone) sur les cellules de
Sertoli .

La lignée germinale méle est constituée de deux types de spermatogonies : les
spermatogonies de type A (cellules souches) et les spermatogonies de type B (cellules qui
s’engagent dans la spermatogénese) issues de ces dernieres. Les spermatogonies de type B se
divisent pour entrer en prophase méiotique et devenir des spermatocytes I. Ces derniéres
passent ensuite de la région périphérique du tube séminifére a la région centrale par
dissociation transitoire des jonctions serrées entre les cellules de Sertoli. Une premiére
division de méiose permet le passage de spermatocytes | en spermatocytes Il. Ensuite, une
seconde division de méiose conduit a la formation des spermatides.
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Figure 14: la spermatogenése (d’aprés Nicole Vacheret)

La transition entre spermatogonie et spermatocyte | est marquée par une légere phase
d’accroissement qui correspond a des synthéses d’ARN. La plupart de ces ARNm sont
transcrits en prophase méiotique et traduits au stade spermatide ou spermatozoide. Il s’agit
D’ARNm codant des protéines intervenant en particulier dans la mobilité du spermatozoide ou

dans la reconnaissance de I’ovule par le spermatozoide.
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Durant les étapes correspondantes au spermatocyte Il et a la spermatide, il y a encore
des syntheses d’ARNm qui sont traduits encore un peu plus tardivement lors de la

transformation en spermatozoide : il s’agit d’ARNm de tubuline, de protamines...

Chez ’étalon, la spermatogénése permet de produire 16 x 10° spermatozoides par jour

par gramme de testicule.

2.2 La spermiogénése
La spermiogénese permet le passage de la spermatide (cellule arrondie ayant une
organisation cytoplasmique banale) au spermatozoide (petite cellule trés effilée, mobile,

pauvre en cytoplasme et en réserves). Elle est caractérisée par

- une condensation nucléaire : les histones riches en lysine sont éliminées et

remplacées par des protamines, protéines basiques de faible poids moléculaire riches en
arginine et cystéine. Le nucléole disparait, les ARNm nucléaires sont éliminés et le noyau se

déshydrate : I’ensemble du noyau devient une masse compacte d’hétérochromatine.

- la formation de 1’acrosome : il se forme progressivement par confluence de

vésicules golgiennes ; il y a d’abord mise en place d’une vésicule arrondie, la vésicule
proacrosomiale, qui se positionne a 1’opposé de 1’appareil cinétique et donne la vésicule
acrosomiale puis ’acrosome. Il continue a grossir par apport de vésicules golgiennes ; puis il

s’étale sur la partie supérieure du noyau et finit par coiffer complétement le noyau.
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Figure 15: formation de l’acrosome au cours de la spermiogénése
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- la_différenciation de 1’appareil cinétique : le complexe centriolaire, voisin de la

vésicule proacrosomiale, migre a I’opposé du noyau. Le centriole proximal se positionne dans
une invagination de la membrane nucléaire tandis que le centriole distal induit la
polymérisation d’un axonéme. Les mitochondries s’organisent en un manchon a la base de

[’axonéme.

- D’élimination du cytoplasme excédentaire : 1’essentiel du cytoplasme est d’abord

éliminé et phagocyté par les cellules de Sertoli, et seule une goutte de cytoplasme persiste a la

base du flagelle qui sera éliminée lors du passage dans 1’épididyme.

Les spermatozoides, au sortir du testicule, n’ont pas encore la capacité de féconder un
ovule. Ils vont séjourner dans 1’épididyme et subir encore une série de transformations.
Lorsqu’ils quittent les testicules, ils sont dilués dans le liquide séminal sécrété par les voies

génitales et les glandes annexes, puis stockés temporairement dans les vésicules séminales.

2.3 — Facteurs d’altération de la formation des spermatozoides

2.3.1 — Déficits gonadotropes

Ils correspondent a 1’absence de stimulation hormonale du testicule par absence de
sécrétion des gonadotrophines. Le plus souvent le déficit porte a la fois sur la sécrétion de LH
et de FSH avec déficit de stimulation des deux fonctions testiculaires.

2.3.2 — Troubles primitifs de la spermatogénese

Ils représentent une situation beaucoup plus fréquente, mais pour lesquels les

mécanismes physiopathologiques sont moins clairement compris. Le phénomeéne

Pathologique initial semblerait siéger au niveau du testicule lui-méme.

L’examen histologique d’une biopsie du parenchyme testiculaire permet de
reconnaitre divers types d’altérations morphologiques des tubes séminifeéres (lieu de
production des spermatozoides).

. I’hypospermatogénese : le nombre des tubes seminiferes et des cellules
germinales est diminué.

. le blocage de la spermatogénese au stade de spermatocyte I, de spermatocyte Il
ou de spermatide.



. I’aplasie germinale : absence totale de cellules de la lignée germinale (cellules
souches des spermatozoides).
. la scléro-hyalinose : I’architecture histologique du testicule est remaniée avec

des tubes séminiferes atrophiques d’épaisseur réduite et des aspects de hyalinose et de fibrose.

Diverses anomalies se trouvent associées a des troubles de la spermatogénese:

. anomalies chromosomiques (délétion du bras long du chromosome Y)
. varicocele (dilatation des veines du cordon spermatique)
. cryptorchidie : il est probable qu’une altération constitutionnelle du testicule

induise un trouble de la descente testiculaire pendant la vie intra-utérine et se manifeste aussi

plus tard dans la vie par un trouble de la spermatogénése.

. pathologie infectieuse génitale ou générale (orchite ourlienne)
. altération ischémique ou traumatique du testicule
. effets de substances toxiques et d’agents physiques (radiations, chimiothérapies,

maladies fébriles)
. hyperthermie

. sous-nutrition

3 — Structure du spermatozoide

Le spermatozoide assure trois fonctions successives : le transport du contenu
chromosomique male jusqu’au gamete femelle, la pénétration du génome male dans le gamete

femelle et la fusion des deux noyaux gamétiques (ou caryogamie) aboutissant au zygote .

3.1 - Latéte

Le cytoplasme est trés peu présent et I’essentiel de I’espace est occupé par le noyau et
I’acrosome. Le noyau présente exclusivement de I’hétérochromatine, qui est particulieérement
condensee grace a des protéines particuliéres : les protamines. Il s’agit de protéines riches en
arginine et cystéine capables d’établir entre elles des ponts disulfures. Sous cette forme la
chromatine est également protégée contre les altérations possibles lors du stockage ou lors du
transfert dans les voies génitales femelles. L.’acrosome est une poche limitée par une membrane.
A T’avant, la membrane est accolée contre la membrane plasmique et a 1’arriére, la membrane

épouse la forme du noyau. Son contenu est riche en enzymes protéolytiques [figure 15].



3.2 — La région intermédiaire
Le cou comporte deux centrioles : le centriole proximal, bien individualisé et situé
derriére le noyau et le centriole distal, incorporé a la base de I’axonéme. La pic¢ce intermédiaire
comporte I’axonéme dans sa partie centrale entourée d’un faisceau de fibres et d’un manchon
de mitochondries. Ces dernic¢res sont le reflet d’'un métabolisme aérobie et assurent une
production importante d’ATP (Adénosine Tri Phosphate) utilisée dans le fonctionnement de
I’axonéme. Chez les mammiféres 1’approvisionnement énergétique, en I’absence de toute

réserve intracellulaire, est assuré par le liquide séminal (sous forme de fructose) [figure 9].

3.3 - Le flagelle
Le flagelle est la formation locomotrice qui permet d’amener le contenu chromosomique
male jusqu’au gamete femelle. La piéce principale est constituée de neuf faisceaux de fibres
denses ainsi que d’une gaine protéique fibreuse périphérique. La piéce terminale n’est

constituée que de I’axonéme enfermé dans la membrane plasmique [figure 16 ].
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4 — Devenir des spermatozoides

4.1 — La maturation dans I’épididyme
Au niveau de 1’épididyme, plusieurs modifications se produisent :

- la condensation de la chromatine se poursuit par augmentation des ponts disulfures

- I’hélice mitochondriale achéve sa mise en place ; parallelement, le spermatozoide acquiert
la capacité de se déplacer suivant une trajectoire rectiligne

- la membrane plasmique est remaniée dans sa composition lipidique et protéique ; les
protéines qui interviennent dans la reconnaissance du gameéte femelle lors de la fécondation

se mettent en place

- ’acrosome prend sa forme définitive, et des sécrétions de 1’épididyme neutralisent les
enzymes de I’acrosome évitant toute agression des voies génitales male ou femelle en cas de

lyse de spermatozoides.

4.2 — La remontée des voies génitales femelles

Les spermatozoides remontent les voies génitales femelles grace a leur mobilité propre
et grace aux contractions du tractus génital. Une source d’énergie extracellulaire, constituée

de glycine, est nécessaire.
4.2.1 - La capacitation

Les spermatozoides subissent la capacitation dans les voies génitales femelles : ils
achévent leur maturation et acquierent leur pouvoir fécondant. Des enzymes protéolytiques
produites par les voies génitales femelles libérent les sites de reconnaissance de 1’ovocyte,
jusque-1a masqués lors du passage dans I’épididyme. Des remaniements membranaires
interviennent, en particulier la diminution du ratio cholestérol/phospholipide qui rend la

membrane plasmique trés instable et rend possible I’exocytose de I’acrosome .
4.2.2 - La sélection des spermatozoides : ’origine des pertes

Seules quelques centaines de spermatozoides arrivent dans la partie anterieure de
I’oviducte. Les pertes ont plusieurs causes : le milieu vaginal acide défavorable aux
spermatozoides et la glaire cervicale sécrétée par le col de 1’utérus qui n’est favorable aux

spermatozoides qu’au moment de I’ovulation [2, 5].



4.3 — La fécondation

4.3.1 — La traversée de la couronne radiée

Les cellules en expansion autour de 1’oocyte entrent en contact avec les spermatozoides
et les aménent au contact de 1’aire pellucide. La traversée de la couronne radiée ne peut se
faire que lorsque les spermatozoides sont capacités. La présence de hyaluronidases
membranaires sur le spermatozoide facilite I’insertion de ce dernier entre ces cellules qui sont
« soudées » entre elles par un ciment riche en acide hyaluronique. De plus, la pénétration des
spermatozoides a travers cette barriére cellulaire folliculaire est facilitée par la dissociation
partielle du ciment intercellulaire sous ’action de I’enzyme sécrétée par la paroi antérieure de

I’oviducte [2, 5, figure 17].

4.3.2 — L’adhésion a la membrane pellucide : fixation initiale

Le contact se fait initialement par la région apicale du spermatozoide, puis le spermatozoide
augmente progressivement la surface de contact en se couchant sur la zone pellucide. La
reconnaissance des gameétes se réalise par I’intermédiaire des glycoprotéines de la zone
pellucide (ZP) et de protéines de surface du spermatozoide (protéines CRISP ou cysteine-rich

secretory proteins, P34H, zonadhésines, spermadhésines) [2, 5, figure 17].

4.3.3 — La réaction acrosomique

La réaction acrosomique se produit suite a la fixation du spermatozoide sur la
membrane pellucide. 1l y a fusion progressive de la membrane plasmique et de la membrane
acrosomique externe du spermatozoide. Ceci donne lieu a la formation de « fenestration » au

travers desquelles le contenu de I’acrosome est libéré.

Le controle de la réaction acrosomique est dépendant de la capacitation, par
redistribution des protéines, modification de la composition lipidique (augmentation du taux
de phosphatidylcholine, diminution du taux de lysophosphatidylcholine, chute du rapport
cholestérol/phospholipides) et intervention du calcium.



L’exocytose de 1’acrosome conduit a la mise a nu de la membrane acrosomique interne
qui entre alors en contact avec ’aire pellucide. De nouvelles interactions moléculaires ont alors

lieu entre la membrane acrosomique interne et I’aire pellucide : c’est la fixation secondaire [2,

5, figure 17].
4.3.4 — La traversée de I’aire pellucide

Le spermatozoide qui a effectué la réaction acrosomique traverse 1’aire pellucide plus
ou moins obliqguement. A la suite de la capacitation, le spermatozoide acquiert une mobilité
renforcée qualifiée d”hypermobilité : la forte poussée du flagelle et le mouvement cisaillant de
la téte permettent une pénétration mécanique du spermatozoide au sein de la zone pellucide.
Cependant cette mobilité n’est pas suffisante en elle-méme pour assurer la traversée, et
nécessite la libération des enzymes (hyaluronidase et acrosine) par 1’acrosome pour «
déstabiliser » la membrane pellucide et faciliter ainsi le passage du spermatozoide [2, 5, figure
17].

4.3.5 — La pénétration du spermatozoide dans I’ovocyte

Le spermatozoide entre en contact avec les microvillosités de 1’ovocyte qui s’allongent,
et emprisonnent le spermatozoide et le maintiennent pendant la fusion. Le cytoplasme de
I’ovocyte englobe le noyau du spermatozoide et la région antéricure dans sa globalité. Le

flagelle est en régle générale incorporé mais dégénere rapidement [2, 5, figure 17].
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Chapitre 111 : Le traitement de la semence équine

Le traitement de la semence équine

1 — Prélévement de sperme d’étalon

Le prélevement de sperme est une phase essentielle lors de 1’analyse de la semence. Il
devra étre fait dans les meilleures conditions de sécurité et d’efficacité avec comme objectif

principal de ne pas détériorer la qualité de la semence [4].

1.1 — Le vagin artificiel

Un vagin artificiel permet de récolter la semence de 1’étalon dans des conditions optimales de
temps et de sécurité. Le principe d’un vagin artificiel est d’obtenir une « chambre » simulant
les conditions de température, de pression et de lubrification du vagin de la jument.

1.1.1 - Choix du vagin artificiel

Le choix du vagin artificiel et sa préparation conditionnent 1’efficacité et la qualité de
la semence récoltée. De nombreux modeéles de vagins artificiels sont disponibles, et présentent
des particularités qui sont a privilégier selon les besoins spécifiques de 1’étalon, le mode de
traitement de semence, et la préférence du manipulateur. Les parameétres a prendre en compte
lors de 1’achat d’un vagin artificiel sont le prix d’achat, le colt d’entretien et d’utilisation, la
longévité, le poids, la capacité a garder la tempeérature adéquate pendant une durée plus ou
moins longue et la quantité de sperme « perdu » a chaque récolte du fait de la configuration
[4, tableau 1].



Table 1 : les différents types de vagins artificiels

(d’apres IMV technologies)

(d’apres IMV technologies)

Vagin de type Missouri

Vagin de type Japonais

Vagin de type Colorado ou

INRA
Constitué d’un étui de cuir | Constitué d’un étui en aluminium, | Constitué d’un étui de
et d’un manchon formé| d’'un manchon en caoutchouc,| plastique rigide, de deux

d’une double paroi

délimitant la chambre a eau
et raccordé a un cone en

caoutchouc sur lequel peut

étre  fixé un flacon

récupérateur.

d’un sachet de

récupération du sperme, d’un pot
isolant entourant ce dernier et

d’un coussinet de rembourrage.

manchons en caoutchouc
formant la chambre a eau,

d’un flacon de récupération

et d’une enveloppe

protectrice.

1.1.2 — Préparation du vagin artificiel

Immédiatement avant le prélevement de sperme, il convient de remplir la chambre a

eau du vagin artificiel avec de 1’eau a 45-50°C [figure 18]. La pression a I’intérieur du vagin

artificiel rempli d’eau doit €tre ajustée pour fournir un contact uniforme et étroit tout autour

du pénis, sans géner la pénétration ou la dilatation de la verge a I’intérieur de I’instrument. La

totalite du peénis est introduite dans le vagin artificiel au moment de la premiere poussée

copulatrice pour permettre au gland de se dilater a I’extrémité du vagin artificiel et éviter ainsi

une ¢jaculation dans I’instrument qui entrainerait un contact prolongé de 1’éjaculat avec les

parois chaudes du manchon. La température et la pression du vagin artificiel doivent étre

maintenues relativement constantes pendant le prélévement pour obtenir un résultat optimal

en termes de stimulation de 1’éjaculation et de récupération de spermatozoides. Les trois

parameétres essentiels de la récolte de sperme sont donc le modeéle de vagin, la température et

le volume d’eau [3, 4].
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Figure 18: préparation d’un vagin artificiel de type Missouri (mise en place du manchon de

protection a usage unique a l’intérieur et remplissage d’eau)

Avant le prélévement, la surface interne du vagin artificiel est lubrifiée avec un
lubrifiant stérile et non spermicide. Le récipient de récupération du sperme est placé a
température corporelle pendant la durée du prélévement et de 1’acheminement de I’échantillon
jusqu’au laboratoire, ceci afin d’éviter d’éventuels chocs thermiques. Il est également

préférable de protéger la semence de la lumiére [4].

Afin d’augmenter le nombre de spermatozoides récupérés et réellement utilisables a
chaque prélevement, un filtre a sperme est placé a ’entrée du récipient de récupération de
I’éjaculat. Il permet de séparer la partie liquide de 1’¢jaculat, qui renferme les spermatozoides,
de la partie épaisse et gélatineuse, le gel, qui correspond a la derniére fraction de I’éjaculat.
Les filtres en nylon sont plus intéressants que les filtres en polyester car ils piegent moins les
spermatozoides. Le filtre contenant le gel doit étre retiré immédiatement du flacon pour éviter
tout écoulement dans la partie spermatique [3, 4].
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1.1.3 — Entretien du vagin artificiel

Toutes les parties du vagin entrant en contact avec la semence ne doivent pas étre
spermicides. Tout ce qui n’est pas a usage unique doit étre parfaitement nettoyé, débarrassé
de tout résidu de produit chimique, puis seché, et si possible stérilisé entre chaque utilisation.
Les savons et les désinfectants ne doivent pas étre employés sur les manchons de caoutchouc
des vagins artificiels car les traces résiduelles ont un fort risque d’étre spermicides.
Immédiatement apres utilisation, les manchons de caoutchouc doivent étre lavés a 1’eau
chaude, placés dans des bains d’alcool pendant 30 minutes a 24 heures afin de les désinfecter,
puis laissés a I’air pour sécher dans une enceinte ou un meuble a I’abri de la poussiére. Tous
les manchons en latex peuvent étre stérilisés dans des vapeurs d’oxyde d’éthyléne pourvu
qu’ils soient ensuite laissés a I’air au minimum 48 a 72 heures. Il est préférable d’utiliser du
matériel & usage unique stérile et non toxique pour éviter toute contamination chimique des
¢jaculats ou la transmission de maladies infectieuses d’un étalon a I’autre. Il existe notamment
des manchons plastiques trés souples et trés fins, munis ou non d’une poche de recueil pour le
sperme, a usage unique et dont les dimensions sont adaptées a chaque type de vagin artificiel
[figure 19].

Cela permet d’effectuer des prélévements de sperme dans des conditions d’hygiéne et
de propreté maximale sans risque de toxicité chimique pour les spermatozoides.
Malheureusement, certains étalons refusent le préléevement avec ces manchons et préferent le

contact avec les parois de caoutchouc [3, 4].

(A B

Figure 19: manchons plastiques (capotes) pour vagin de type Missouri sans (A)
ou avec (B) poche de recueil (d’apres IMV-technologies)

1.2 — Caractéristiques du mannequin
Un mannequin [figure 20] permet d’inciter 1’étalon a reproduire les gestes de
I’accouplement. L’étalon va monter sur le mannequin comme il le ferait sur une jument puis
le pénis est introduit dans le vagin artificiel afin de récolter le sperme au moment de

I’éjaculation. Les différents ¢léments souhaitables au niveau d’un mannequin sont [4]:



- une hauteur réglable, avec une hauteur moyenne légerement plus faible que la taille
moyenne de la race des étalons prélevés

- une largeur et/ou un volume suffisants pour permettre a 1’étalon d’agripper fermement
le mannequin entre ses antérieurs (la largeur totale incluant le rembourrage conseillée
est de 56 a 61 cm)

- un rembourrage adéquat avec une surface externe résistante, non abrasive et facilement
nettoyable

- un pied central pour éviter des lésions des pieds ou des membres postérieurs de 1’étalon
au moment du prélévement du sperme

- une installation dans un local avec une large surface dégagée de tout obstacle et avec a
proximité un travail ou un endroit pour placer la jument souffleuse

- unsol non glissant et homogene

Figure 20: mannequin de récolte

La plupart des etalons acceptent sans difficulté de chevaucher un mannequin. Les
étalons novices peuvent éventuellement nécessiter un conditionnement initial en plagant une
jument en cestrus le long du mannequin. L’étalon est alors autoris¢ a renifler la jument
pardessus le mannequin afin de stimuler sa libido et son comportement de chevauchement.
L’¢étalon est ensuite détourné pour le faire monter sur le mannequin. Lorsqu’ils sont
correctement concus et installés, les mannequins améliorent considérablement I’efficacité et

la sécurité des prélévements [3, 4].

56



2 — Techniques générales de manipulation de la semence

Immédiatement aprés le préléevement, la semence est rapidement transportée au
laboratoire pour réduire les risques d’altération liée a 1’action de la lumicre ou a un choc
thermique (température ambiante trop froide ou trop chaude). Tout le matériel entrant en
contact avec la semence, ainsi que les milieux de dilutions, doivent étre préalablement
chauffés a température corporelle [figure 14]. Lorsqu’il n’y a pas de filtre de semence placé
lors du prélévement au niveau de 1’entrée du récipient de recueil une filtration de 1’échantillon
au travers d’un filtre non toxique doit étre immédiatement réalisée, afin d’¢éliminer le gel et
les débris. La partie gélatineuse du sperme peut également étre éliminée par aspiration avec

une seringue mais la perte en spermatozoides est alors en général plus importante [4].

Figure 21 : cuve pour bain-marie contenant le milieu de dilution et les récipients allant
accueillir le sperme, a température corporelle (36.8°C)

La concentration en spermatozoides, le volume, la couleur de la fraction sans gel de
I’éjaculat et le pourcentage de spermatozoides mobiles progressifs sont ensuite déterminée.
L’ensemble des caractéristiques de 1’¢jaculat est enregistré sur des fiches d’évaluation de
I’¢jaculat qui sont archivées ou stockées sous forme de fichiers informatiques. Le sperme est
dilué dans un milieu adapté quelques minutes apreés la récolte afin de maintenir au maximum
la viabilité des spermatozoides. Si la semence n’est pas stockée plus de une ou deux heures (a
la température du laboratoire et a 1’abri de la lumiére), une dilution de un volume de sperme

pour un ou deux volumes de dilueur est en général correcte. 1l est également possible de placer
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le dilueur chauffé a 37°C directement dans le flacon de récolte fixé au vagin artificiel pour
assurer une protection et des éléments nutritifs aux spermatozoides dés 1’¢jaculation. Cette
méthode est rarement nécessaire, excepté pour quelques étalons dont le plasma séminal semble

réduire la mobilite et la durée de survie des spermatozoides [3, 4].

Pour mesurer de maniére fiable la concentration de 1’échantillon, le dilueur utilisé doit
étre transparent si la mesure est faite a I’aide d’un spectrophotomeétre ou d’un densimétre.
Sinon la mesure est soit effectuée manuellement a 1’aide d’une cellule hématimétrique, soit

déterminée a partir d’une goutte de sperme frais non dilué [3, 4].

Les dilueurs de semence augmentent la durée de survie des spermatozoides et sont le
plus souvent a base de lactose ou de lait. L.’ajout d’antibiotiques favorise 1’élimination des
bactéries qui contaminent de maniére systématique les échantillons de sperme au moment du
préléevement. Les antibiotiques les plus couramment employés sont le sulfate de polymixine
B (concentration de 200 a 1000 UI/mL), la pénicilline cristalline (100 a 1500 Ul/mL), le
sulfate de gentamicine (100 a 1000 pg/mL), le sulfate d’amikacine (100 a 1000 pg/mL) et la
ticarcilline (100 & 1000 pg/mL). Lorsque la gentamicine ou 1I’amikacine sont utilisées, il faut
ajouter dans le dilueur du bicarbonate sodique afin d’ajuster le pH du milieu. Un pH variant
entre 6,6 et 7,2 est optimal pour conserver la mobilité des spermatozoides tout en évitant une
capacitation prématurée. L’association pénicilline G potassium (1000 UI/mL) et sulfate
d’amikacine (1000 pg/mL) dans un dilueur a base de lait conserve la mobilité¢ des
spermatozoides dans des conditions optimales tout en offrant une activité antibactérienne a

large spectre [4].

3 — Evaluation macroscopique de la semence
L’évaluation de la semence doit étre réalisée de manieére méthodique et minutieuse par

une personne expérimentée et dans un laboratoire correctement équipé.

Le volume de la fraction sans gel, la couleur et I’aspect macroscopique sont notés
[figure 13]. La mesure du volume est utile pour calculer le nombre total de spermatozoides
contenus dans 1’éjaculat et se fait généralement a I’aide d’une éprouvette graduée de 100 ml.
Le volume de I’éjaculat varie en fonction de la saison (plus faible en hiver qu’en été) et en
fonction du temps de préparation de 1’étalon (une stimulation sexuelle prolongée augmente le
volume sans modifier le nombre de spermatozoides). L.’évaluation macroscopique de I’aspect
et de la couleur de 1’¢jaculat permet de détecter la présence éventuelle de sang, d’urine ou de

pus dans I’¢jaculat [3, 4].



Le pH de la fraction sans gel du sperme peut étre mesuré rapidement a I’aide d’un
papier pH, mais il est préférable d’utiliser un pH-métre précis. Le pH doit étre mesuré des que
possible apres la récolte pour éviter le biais di aux produits issus du métabolisme des
spermatozoides. Le pH normal du sperme d’étalon varie entre 7,2 et 7,7. Il subit des variations
physiologiques selon la saison, la fréquence des éjaculations et la concentration. Un pH
supérieur a 7,7 indique souvent une infection ou une inflammation de 1’appareil génital
interne, une contamination par de 1’urine ou un autre produit alcalin tel que le savon ou une
éjaculation incompléte. Le pH peut également étre affecté par la méthode de récolte et par le
type de lubrifiant éventuellement utilisé. Les changements de pH et d’osmolarité provoqués

par I’'urospermie ont un effet négatif sur la mobilité des spermatozoides [3, 4].

4 — Détermination de la concentration en spermatozoides

La mesure de la concentration en spermatozoides de I’échantillon permet de calculer
le nombre total de spermatozoides de 1’¢jaculat. Elle se réalise selon trois techniques
principales : la cellule hématimétrique, le spectrophotometre et le compteur électronique de

particules [3, 4].

4.1 — Utilisation de la cellule hématimeétrique
Il s’agit de la méthode la moins chére pour déterminer la concentration en spermatozoides
de I’éjaculat et consiste en un comptage direct des spermatozoides observés individuellement.
L’utilisation de la cellule hématimetrique (cellule de Thoma [figure 15] ou cellule de
Malassez) est assez fiable lorsque la dilution (en général au 1/100°™) est faite de facon précise
a I’aide d’une pipette de dilution pour le comptage des leucocytes et des plaquettes (1’Unopette

system®).
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Figure 22: cellules de Thoma (d’apres les laboratoires Fiers) : les spermatozoides
présents dans les grands carrés sont comptés.
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Les étapes de la préparation sont les suivantes [3, 4] :

- Apres avoir bien agité I’échantillon, le sperme est aspiré par capillarité jusqu’a

la graduation 1.

- La pipette est ensuite remplie jusqu’a la graduation 100 avec une solution
formolée.

- La semence ainsi diluée est mélangée en retournant la pipette puis placée au
niveau des deux chambres des cellules de Toma (aprés avoir éliminé les cing premiéres
gouttes). La lame est laissée a sédimenter pendant 5 a 10 minutes avant de commencer le
comptage.

- La concentration est calculée a partir du nombre de spermatozoides comptés
dans les carrés de la cellule [figure 23] ; seuls les spermatozoides dont la téte se trouve a
I’intérieur des carrés sont comptés. Il est parfois nécessaire de varier le taux de dilution
pour faciliter le comptage, en I’augmentant a 1/200°™ pour les éjaculats trés concentrés
ou en le diminuant & 1/50°™ pour les éjaculats trés dilués. 1l est préférable de faire un
comptage dans un carré de chaque c6té de la chambre de la cellule hematimétrique et de
calculer la moyenne des deux, puis de multiplier ce nombre par un million pour connaitre
le nombre de spermatozoides par millilitre. Si ces deux comptages sont trés différents, il
est conseillé de reprendre toute la procédure depuis la dilution dans la pipette et de refaire
le comptage. De nombreux laboratoires réalisent leurs comptages sur un nombre bien plus

important de carrés, afin d’avoir une mesure plus juste.
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Figure 23 : représentation de I’'image obtenue lors de I’observation des spermatozoides sur une
cellule de Thoma (d’apres Milian Swiss)
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4.2 — Utilisation du spectrophotométre

L’acquisition d’un spectrophotométre [figure 24] est justifiée pour les praticiens
spécialisés ou les grands haras, surtout quand I’insémination artificielle est utilisée. Cette
technique est basée sur la corrélation entre la densité optique d’un échantillon de sperme dilué
et sa concentration. Les spectrophotometres peuvent étre plus ou moins sophistiqués et doivent
étre calibrés pour le sperme d’étalon. La courbe standard est généralement établie a 1’aide de
dilutions sériées d’un échantillon donné dont la concentration est calculée a 1’aide d’une
cellule hématimétrique. L’appareil est calibré pour une utilisation avec une lumicre d’une
longueur d’onde de 550 nm. Un réétalonnage régulier des appareils est nécessaire.
L’estimation de la concentration en spermatozoides d’un éjaculat par mesure de la densité
optique doit étre considérée comme assez juste et utilisable en routine pour la préparation de

doses d’insémination, mais pouvant étre soumise a des biais de mesure [3, 4].
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Figure 24: photométré QccuRead®(d ’apré:v IMV technologies)

4.3 — Utilisation du compteur de particules

La concentration du sperme peut étre déterminée a I’aide d’un appareil comptant des
particules de taille connue (« Coulter counter » tels que le SpermCue®, le modele 10 sperm
counter® ou le Micro-Reader®). Cette méthode est surtout utilisée dans les laboratoires de
recherche. Les analyseurs informatisés de la semence sont capables de donner la concentration

de I’échantillon lorsque le volume utilisé est précis et I’appareil bien calibré [3, 4].
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4.4 — Détermination du nombre total de spermatozoides par éjaculat

Le nombre total de spermatozoides de 1’¢jaculat, calculé en multipliant son volume par

la concentration, est un parametre important pour évaluer la fertilité d’un étalon. Il est soumis
a des variations saisonnieres, mais depend également de nombreux facteurs tels que la
fréquence des prélevements et donc des éjaculations, 1’age, la taille des testicules, le
rendement de la fonction de spermatogenése (c’est-a-dire la quantité de spermatozoides
produits par unité de poids de testicule), la quantité de spermatozoides contenus dans le
réservoir extragonadique que constitue la queue de 1’épididyme, et les différentes affections
génitales possibles. Le nombre total de spermatozoides dans un ¢jaculat d’un étalon mature
est en général compris entre 4 et 12 milliards. Chez les étalons pour lesquels un faible nombre
de spermatozoides est dénombré dans 1’éjaculat, il est conseillé de chercher a évaluer la
production spermatique journaliére (DSO ou « Daily Sperm Output »). Pour cela, un
prélévement de sperme quotidien est réalisé pendant 7 a 10 jours de suite avec une mesure du
nombre total de spermatozoides dans chacun des éjaculats. Une fois que la réserve
extragonadique en spermatozoides s’est stabilisée (4 jours pour les étalons ayant de petits
testicules et 5 a 6 jours pour ceux ayant de gros testicules), il est possible d’estimer la DSO en
faisant la moyenne du nombre de spermatozoides des éjaculats recueillis pendant 3 jours
consécutifs. Lors d’une utilisation réguliére comme reproducteur, 1’étalon devrait ainsi
pouvoir éjaculer chaque jour ce nombre de spermatozoides. Cette production quotidienne de
spermatozoides par les testicules varie en fonction de la saison, de I’age, de la taille des

testicules, et de la présence ou non de troubles de la fonction testiculaire [3, 4].

5 — Evaluation de la mobilité des spermatozoides

L’évaluation de la mobilité et de la morphologie des spermatozoides est une étape
indispensable lors de I’examen de la semence. La mobilit¢ des spermatozoides reflete
généralement la viabilité de ’ensemble des spermatozoides d’un éjaculat et une corrélation

positive (mais non absolue) existe entre la mobilité et la fertilité [figure 25].
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Figure 25: représentation de cing types de trajets de spermatozoides équins

5.1 — Méthode classique

5.1.1 - Dilution

La mobilité des spermatozoides est d’abord évaluée au niveau de la semence « pure »
(non diluée) afin de déterminer un éventuel effet délétére du dilueur de semence sur la semence
. elle apporte une indication de la performance des spermatozoides dans leur milieu naturel.
Elle peut cependant étre difficile a évaluer lors de concentration spermatique élevée de par
I’agglutination de spermatozoides sur la lame de verre. La mobilité des spermatozoides est
ensuite évaluée aprés dilution de la semence dans un dilueur adapté [tableau 2]. La fiabilité et
la répétabilité de cette évaluation sont ainsi généralement nettement améliorées. Il est
préférable d’effectuer une dilution a une concentration définie (par exemple 20 millions de
spermatozoides par millilitre) a I’aide d’un dilueur de semence identique afin de limiter les

biais d’observation [3, 4].



Table 2: description des dilueurs de semence couramment employés

NOMS

Composition

Dilueur de Kenney

1. Meélanger du lait écrémé en poudre (2,4 g) avec du glucose (4,9 g) dans

92 mL d’eau déminéralisée.

2. Ajouter de la pénicilline G cristalline (150 000 Ul) et du sulfate de
streptomycine cristallin (150 000 pg) ou du sulfate de gentamicine (100mg)
mélangé dans 2 mL d’une solution de bicarbonate de sodium a 7,5%.

Dilueur au lait écrémé

1. Chauffer 100 mL de lait écrémé non supplémenté a 92-95°C pendant 10

minutes au bain-marie.
2. Refroidir.

3. Ajouter du sulfate de polymyxine B (100 000 UI).

PS : aux Etats-Unis il n’y a pas de lait UHT d’ou cette préparation ; en France le
lait UHT demi-écrémé est fréquemment employé.

Dilueur « crem-gel »

1. Dissoudre 1,3 g de gélatine non parfumée dans 10 mL d’eau stérile
déminéralisée. Stériliser.
2. Chauffer un mélange moitié creme moitié lait a 92-95°C pendant 2 a 4

minutes au bain-marie. Enlever I’écume en surface.

3. Mélanger 10 mL de la solution de gélatine avec 90 mL de la préparation
laitcreme. Refroidir.

4. Ajouter de la pénicilline G cristalline (100 000 Ul) et du sulfate de
streptomycine (100 000 ug) et du sulfate de polymyxine B (20 000 Ul).

5.1.2 — Evaluation visuelle

L’évaluation visuelle de la mobilité des spermatozoides est réalisée a I’aide d’un

microscope a contraste de phase muni d’une plaque chauffante [figure 26] et comporte une

estimation de [3, 4] :

- lamobilité totale, a savoir le pourcentage de spermatozoides mobiles

- du pourcentage de spermatozoides fléchants, a savoir de spermatozoides présentant

une trajectoire linéaire rapide

- lavitesse des spermatozoides : une note est attribuée (O=immobiles a 4=rapides)

Ainsi, un échantillon dont la mobilité serait notée 75/70(4) correspond a un éjaculat dont 75%

des spermatozoides sont mobiles, 70% fléchants et avec une vitesse de déplacement rapide. Les

pourcentages de spermatozoides fléchants et rapides sont souvent considérés comme étant les

meilleurs critéres d’analyse de la mobilité pour prédire la capacité fécondante du sperme [3, 4].




Microscope a
contraste de phase

Plaque chauffante

Moteur permettant la chauffe
de la plaque, avec une
sélection de la température

Figure 26: microscope a contraste de phase muni d’une plaque chauffante

5.1.3 — Conservation de la semence

Le sperme peut étre utilisé frais, réfrigéré progressivement a 12-14°C (dans les 24 a 96 heures)
ou plus souvent 4°C (0-5°C, jusqu’a 8 jours) ou congelé dans 1’azote liquide. Le sperme dilué
peut étre conservé au réfrigérateur réglé a 7 °C (DUSSSAUGE, 1963 ; MAGISTINI, 1990).

Pour le sperme frais, les doses de 20 ml comprennent 400 millions de spz. Avec des doses de
400 millions de spz, et un rythme de 3 récoltes par semaine, au moins 20 doses de semence
peuvent étre produites par éjaculat (FAUQUENOT, 1987).

Pour le sperme réfrigéré, immédiatement apres la récolte, le sperme est dilué dans un bain-
marie maintenu a 35-37°C (MAGISTINI, 1990). La reproduction du cheval a été étudiée dans
les années 1950 par Nishikawa au Japon qui a mis au point les premier dilueurs pour la semence
d’étalon (NISHIKAWA, 1975).

Les dilueurs ont un pH proche de celui du plasma séminal, apportent des éléments nutritifs et
contiennent des substances tampon, des antibiotiques et des cryoprotecteurs, ces derniers
protégeant les spz des effets de la congélation et de la décongélation

La vitesse du refroidissement doit étre contrlée et adaptée a la température de conservation.
Pour la conservation a +4°C, une descente initiale de — 0,3°C par min est idéale soit 10 heures
pour passer de +37°C a +4°C. Palmer (1984) utilise du lait écrémé ajouté d’antibiotiques

comme dilueur. L’insémination doit étre faite dés les 10 heures qui suivent la collecte
(MAGISTINI, 1990)
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5.2 — Autres méthodes

5.2.1 — Diversité des autres méthodes

Diverses techniques ont été développées afin d’obtenir un résultat sécurisé et objectif,
sans biais : la microphotométrie a intervalles de temps réguliers, la vidéomicrographie
reconstruite image par image, la spectrophotométrie ou 1’analyse d’images automatisées. Ces
méthodes sont cependant considérées comme étant fastidieuses et trop couteuses pour étre
utilisées en routine [9].

5.2.2 — Description du systéme d’analyse d’images automatisées (CASA : computer-

assisted spermatozoal analysis)

Le systeme d’analyse automatisée CASA est actuellement en place dans plusieurs
laboratoires de référence afin d’estimer objectivement les caractéristiques de mouvement des
spermatozoides. Il permet de visualiser et de numériser des images successives, de traiter et
d’analyser les données et de fournir ensuite des informations exactes, précises et significatives
sur la cinématique de cellules individuelles permettant d’apporter des données statistiques sur

la population moyenne de cellules [10].

Ces analyseurs automatiques de mobilité fournissent un tres grand nombre de mesures
objectives sur les caractéristiques de mobilité des spermatozoides [4, 11]:
- le pourcentage de spermatozoides mobiles (MOT : Total Spermatozoal Motility)
- le pourcentage de mobilité progressive (PMOT : Progressive Spermatozoal Mobility)

- le pourcentage de spermatozoides fléchants (dont la trajectoire a des caractéristiques

supérieures a une vitesse et une linéarité de mouvement prédéfinie)

- P’amplitude de mouvements latéraux de la téte des spermatozoides pendant leur
déplacement (ALH : Amplitude of Lateral Heat Displacement)
- lavitesse moyenne de déplacement linéaire (VSL : Straight-Line Velocity)

- lavitesse curviligne (VCL : Curvilinear Velocity) ¢’est-a-dire la vitesse mesurée sur la

distance totale parcourue

- lafréquence des rythmes de croisements des trajectoires (BCF : Beat Cross

Frequency)

- lamoyenne de déplacements angulaires (MAD : Mean Angular Displacement).



5.2.3 — Systemes CASA actuels

Aujourd’hui, les systémes employés sont le systeme IVOS®, le systeme SM-CMA et
le « Hobson Sperm Tracker ». Le systeme IVOS® a été développé en 1992 par
HamiltonThorn. 1l présente les innovations suivantes : un éclairage stroboscopique par
illumination de diode pour produire des images nettes et plus précises, un systeme
d’enregistrement pour favoriser le suivi de 1’analyse du sperme, une classification automatisée
des mouvements des spermatozoides et 1’utilisation facultative d’une illumination
fluorescente et d’un fluorochrome de I’ ADN spermatique afin de distinguer les cellules de tout
autre objet ambigu. Le systeme SM-CMA a été développé dans le début des années 90. Il est
le seul systéme a pouvoir détecter la piéce intermédiaire du spermatozoide pour déterminer si
I’objet immobile est bien un spermatozoide intact ou pour distinguer la trajectoire propre a
deux cellules qui se croisent ou se trouvent dans une région floue et incertaine. Le « Hobson

Sperm Tracker » a été introduit dans le milieu des années 90 [10].

L’analyse informatique des spermatozoides est principalement réservée au monde de
la recherche ou la standardisation, 1’exactitude et la précision sont des conditions
indispensables a 1’obtention de mesures expérimentales. L’intérét de [’utilisation d’un
I’analyseur CASA dans un environnement commercial, comme un hopital vétérinaire ou un
centre de reproduction en équine, est sa capacité a recueillir des résultats objectifs sur la
mobilité. Une incertitude existe cependant encore sur la relation entre la fertilité et les valeurs
obtenues par le CASA.

Par ailleurs ces instruments permettent de sélectionner des caractéristiques diverses
(fréquence et durée des prises d’images, valeur seuil démarquant la présence de mouvement,
progression des mouvements, mesures de vélocité, taille et luminosité des tétes des
spermatozoides) afin d’optimiser la capture des spermatozoides et de minimiser celle d’objets
inertes. Chaque manipulation est importante pour améliorer la précision et la répétabilité des
mesures données par les laboratoires [12, 13].

5.2.4 — Reésultats des études employant les systemes CASA

Une étude a comparé deux systemes CASA différents : le « CellSoft Automated Semen
Analyzer », qui utilise un microscope externe pour prendre des images des spermatozoides, et
le « HTM-2000 Motility Analyzer », constitué de son propre systéme d’optiques qui enregistre
les images sur un support vidéo lu ensuite par un microscope externe €quipé d’une caméra. Le
pourcentage de cellules mobiles est apparu statistiquement différent entre les deux analyseurs,

bien que ces valeurs ¢étaient plus comparables entre elles qu’en utilisant la méthode



d’estimation subjective. La vélocité curviligne est également apparue différente avec les deux
appareils car ils ne localisent pas le centre de la téte spermatique au méme endroit. De méme,
la détermination de la linéarité et I’estimation de la concentration spermatique étaient
différents. Cette étude fait donc ressortir des différences dans ’analyse des mouvements des
spermatozoides entre deux analyseurs automatisés de marques différentes ainsi qu’avec
I’estimation subjective. Une certaine prudence reste donc de mise lors de I’interprétation de

tels résultats [11].

Le HTMA (Hamilton-Thorn motility analyzer), qui consiste en une analyse
thermostatique d’un échantillon de sperme, est une technique fiable et répétable pour les
mesures de MOT, PMOT, VCL et VSL du sperme d’étalon. II est considéré comme meilleur
que la vidéomicrographie pour 1’analyse des variables de vitesse. Les éléments susceptibles
d’entrainer des variations sont : les différents opérateurs, la variation de température ambiante
ou les délais entre deux prises d’images. Le principal inconvénient de cette technique est le
fort pourcentage d’erreurs dues a I’interprétation des trajectoires (comme deux trajectoires qui

se croisent par exemple) [7].

5.2.5 - Avenir ?

Certains systemes CASA sont équipés d’optiques fluorescents, option nommeée «
Viadent » permettant la détection de colorants comme celui de ’ADN SYBR-14. Il s’agit
d’une méthode rapide, précise et objective d’évaluation de la viabilité et de la mobilité de la
semence [8]. Des études ultérieures devront déterminer si la valeur prédictive de la mobilité

spermatique peut étre améliorée par cette méthode [11].



6 — Etude morphologique des spermatozoides
6.1 — Diversité des méthodes possibles

L’¢tude de la morphologie des spermatozoides est réalisée a I’aide d’un microscope
avec un objectif a immersion au grossissement x1000. Les microscopes a lumiére directe
peuvent étre utilisés pour examiner les frottis de semence a condition que les colorants utilisés

soient appropriés [4].

6.1.1 — Les différents colorants

Les colorants cytologiques classiques a usage multiple, comme le Wright’s, le Giemsa,
I’hématoxyline-éosine, sont utilisés pour mettre en évidence les cellules germinales ou
somatiques sur les frottis de sperme. lls permettent une coloration différentielle des différentes
parties du spermatozoide et une identification d’autres éléments cellulaires telles que les
bactéries ou les leucocytes. Une modification de la coloration Giemsa/Wright est disponible
dans le commerce et permet la coloration de frottis en quelques secondes par passage des
lames dans trois solutions différentes : solution de fixation, solution d’éosine Y et solution de

bleu de méthylene [3, tableau 3].

Les colorants de fond, comme 1’éosine-nigrosine ou I’encre d’Inde, sont les colorants
les plus largement employés de par leur facilité d’utilisation. Une goutte de sperme et une
goutte de colorant sont mélangées sur la lame avant d’étre étalées pour obtenir un frottis qui
est séché a I’air puis observé au microscope avec objectif a immersion. La visualisation des
détails de la structure du spermatozoide est considérablement améliorée par fixation des
cellules dans une solution tamponnée de formol ou dans un fixatif similaire tel que le
glutaraldéhyde [13], ainsi que par I’utilisation d’un montage en milieu humide avec un
microscope a contraste de phase ou un microscope a contraste interférentiel. La coloration a
I’€osine-nigrosine est utilisée pour I’étude morphologique des spermatozoides ainsi que pour
la détermination du taux de spermatozoides vivants et morts. Ce colorant est constitué d’un
mélange a parts égales d’une solution d’éosine a 5% et d’une solution de nigrosine a 10%. Les
spermatozoides vivants apparaissent blancs alors que ceux qui sont morts sont colorés en
rouge ou rose suite a la perméabilité de leur membrane a 1’éosine. La coloration a 1’encre de
chine est une préparation permettant d’avoir un meilleur contraste entre les spermatozoides

(blanc) et la lame (fond noir) [3].



Table 3: description des préparation de différentes colorations pour [’observation
microscopique de la morphologie des spermatozoides

Coloration de Giemsa

1. Préparer les frottis sur les lames propres dégraissées
2. Fixer les frottis par passage de 3 minutes dans la solution mére 2 fois
3. Placer dans la solution dilué au 1/20°™ (1 g de colorant de Jenner + 400

mL de méthanol) pendant 45 minutes

4. Passer chaque lame individuellement dans la solution d’acide acétique
glacial au 1/100°me

5. Rincer les lames a I’eau, les déshydrater rapidement a 1’alcool absolu

puis les laver au xyléne

6. Observer au microscope au grossissement x 1000 sous huile d’immersion
Coloration de Wright 1. Préparer les frottis de sperme et les sécher a I’air
2. Recouvrir les frottis avec 15 a 20 gouttes d’une solution de Wright

pendant 1 minute

3. Ajouter 30 a 40 gouttes d’eau ou d’une solution tampon* et laisser au

moins 2 minutes

4, Drainer la lame, monter et passer a 1’observation microscopique
*Solution tampon : 0,5 g de phosphate de sodium dibasique
3,5 g de phosphate de sodium monophasique

1 litre d’eau bi-distillée

Coloration a I’éosine B

1. Fixer le sperme en mélangeant 0,1 mL de sperme sans gel avec 0,9 mL

de solution formolée tamponnée

2. Préparer les frottis en plagant 6 pL de sperme fixé sur une lame
dégraissée

3. Sécher les frottis a I’air et les maintenir a 23°C jusqu’a coloration
4. Colorer en trempant les lames dans une solution d’éosine B a 5%

pendant 20 minutes

5. Observer a I’aide d’un microscope a contraste de phase, au grossissement
x 400.

6.1.2 — La microscopie électronique

L’observation du spermatozoide au microscope électronique, a transmission ou a

balayage, est parfois nécessaire pour caractériser une anomalie a un plus fort grossissement

que celui apporté par la microscopie optique. Cette technique offre un fort pouvoir de

résolution pour I’observation des détails morphologiques et permet ainsi un examen structural

approfondi. Elle a été utilisée avec succés pour identifier et décrire avec précisions les

anomalies ultrastructurales au niveau de I’acrosome, de la jonction entre la téte et la piéce



intermédiaire et au niveau des microtubules de 1’axonéme. Le nombre de spermatozoides
observables a 1’aide de cette technique est limité d’ou la nécessité que 1’anomalie suspectée
soit trés fréquente dans 1’échantillon [3]. La microscopie a balayage apporte une vision en
trois dimensions des spermatozoides alors que la microscopie électronique a transmission

permet I’observation en coupes de 1’ultrastructure interne des spermatozoides [3, 4].

La préparation de la semence est la suivante : (1) le sperme est fixé dans une solution
de glutaraldéhyde 4% - cacodylate sodium a 0.1 mol/l, a pH 7,4, contenant du sucrose 5%,
pendant une heure ; (2) les échantillons sont lavés trois fois a 1’aide d’une solution tampon
cacodylate a 0.1 mol/L puis fixés au tétroxyde d’osmium 1% - cacodylate 0.1 mol/L pendant
une heure ; (3) trois lavages avec le tampon cacodylate sont ensuite réalisés et les échantillons
sont déshydratés par passage successifs dans des bains d’éthanol a concentrations croissantes
; (4) Pinclusion se fait dans le Polybed 812 ND et les coupes sont montées sur une grille de

nickel et colorées a I’aide d’acétate d’uranyle et de citrate de plomb.

6.2 — Evaluation et classification

Les anomalies morphologiques des spermatozoides sont traditionnellement classées en
anomalies primaires, secondaires et tertiaires. Les anomalies primaires sont considérées
comme celles résultant d’une perturbation au cours de la spermatogenése et par conséquent
ayant une origine testiculaire. Les anomalies secondaires auraient pour origine des altérations
au moment de leur passage dans les voies génitales excrétrices. Les anomalies tertiaires se
produiraient in vitro, du fait d’une mauvaise technique de récolte ou d’une mauvaise
manipulation au laboratoire. Un minimum de 100 spermatozoides doit étre observé pour
évaluer ces défauts de morphologie [4, 9].

A T’heure actuelle, la classification consiste a répertorier les spermatozoides en
fonction de la localisation de I’anomalie observée : tétes détachées sans queue, tétes
anormales, acrosomes en bouton, gouttelettes cytoplasmiques proximales ou distales, piéces
intermédiaires pliées ou irréguliéres, queues coudées ou enroulées [figure 27]. Cela permet
une observation plus explicite et plus représentative de I’ensemble des spermatozoides tout en
¢vitant les hypotheses plus ou moins erronées sur 1’origine de tel ou tel défaut. De plus,
certaines anomalies morphologiques comme le détachement de téte peuvent étre primaire,
secondaire, ou tertiaire d’ou des erreurs d’interprétation évitées. Aussi un choc osmotique peut
provoquer une coudure ou un enroulement de la queue du spermatozoide et donc étre
abusivement interprété comme étant une anomalie morphologique secondaire, quand bien

méme il s’agit d’une anomalie tertiaire [3, 4, 9].
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Figure 27: representation schématique des anomalies chromosomiques possibles

6.3 — Interprétation de la qualité de la semence

L’examen morphologique fournit des informations sur les caractéristiques
individuelles des spermatozoides. Ce renseignement est important car la semence peut
posséder une bonne mobilité avec des spermatozoides ayant des anomalies morphologiques.
De plus, un étalon peut avoir de nombreux spermatozoides présentant des anomalies
morphologiques sans que cela n’ait une incidence sur la fertilité. Un certain nombre de défauts
morphologiques (gouttelettes cytoplasmiques ou queues anormales) semble n’avoir que peu
d’effet sur la fertilité alors que d’autres (pourcentage de spermatozoides morphologiquement
anormaux, tétes détachées, anomalies de forme de la téte, piéces intermédiaires pliées ou
irrégulieres, queues enroulées et cellules germinales prématurées) ont un effet délétere sur la
fertilité [15].

La variation au niveau de la morphologie des spermatozoides au cours de la saison de
monte pour un méme étalon peut étre importante, sans que cela n’affecte sa fertilité [15].
Ainsi, 1’observation morphologique des spermatozoides dans le cadre de la prédiction de la
fertilit¢ d’un étalon doit étre interprétée avec prudence : certains étalons peuvent avoir un
grand nombre de spermatozoides anormaux alors que leur exploitation comme reproducteur
permet d’enregistrer des taux €levés de gestations. De plus, étudier la fertilité prévisible d’un

¢talon sur une saison de monte a partir d’un unique prélevement est réducteur et conduit a de



mauvaises interprétations. En général, un spermatozoide a morphologie anormale n’exerce
pas une influence directement négative sur un spermatozoide normal. Par conséquent, le
nombre total de spermatozoides morphologiquement normaux dans un éjaculat donne une
meilleure information sur la fertilité d’un étalon que le pourcentage ou le nombre absolu de
spermatozoides morphologiquement anormaux. En général, le pourcentage de spermatozoides
morphologiquement normaux dans un échantillon de semence est similaire au pourcentage de
spermatozoides progressivement mobiles [4].

Table 4: caractéristiques du sperme d’étalon (spz : spermatozoides)

Couleur Blanc laiteux
Volume 304300 mL
Concentration 30 & 600 millions / mL

Ratio spermatozoides morts/vivants 6,5:3,5

Morphologie Plus de 65% de spz morphologiquement normaux
Mobilité Minimum 40% de spz activement mobiles
Longévité a température ambiante 45 & 50% de spz vivants aprés 3 heures

10% de spz vivants aprés 8 heures
pH 6,9a7,8
Globules rouges Moins de 5000/mL

Globules blancs Moins de 1500/mL
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Chapitre IV : La cryoconservation

I. Definition et objectifs de la cryoconservation
A. Définition

La cryoconservation correspond a la préparation de cellules ou de tissus en vue de leur stockage
a une température inférieure a -80°C. Cette procédure permet la conservation de ces cellules ou
tissus pendant de nombreuses années et leur utilisation apres réechauffement a la température
ambiante. Les spermatozoides de mammiferes furent les premieres cellules a étre congelées
avec succes dans les années cinquante par Polge, Smith et Parkes et, depuis, la cryoconservation
de la semence n’a cess¢ de se développer, notamment en ce qui concerne la reproduction dans

les filiéres d’¢élevage (Day et Stacey, 2007).

La cryoconservation de la semence est réalisée dans le cadre de différents domaines : les
technologies de reproduction assistée (ART), la conservation des espéces menacées ou encore
dans un intérét médical, lors d’une incapacité a reproduire ou d’un déces. Il s’agit d’une
biotechnologie importante permettant d’éviter la propagation de certaines maladies
sexuellement transmissibles, d’éliminer les barrieres géographiques et de préserver le matériel
génétique d’un animal pendant une période de temps théoriquement illimitée (Neto et al. 2014;
Day et Stacey 2007).

B. Objectifs de la cryoconservation de la semence
Les biotechnologies de la reproduction ou ART (technologies de reproduction assistée)
répondent a un certain nombre de demandes des filieres d’élevage dans un souci de productivité.
Elles incluent des techniques comme 1’insémination artificielle, le transfert embryonnaire, la
fécondation in vitro, le sexage, la cryoconservation des gamétes et embryons, le clonage et la
transgenese. Ces biotechnologies visent a amplifier la descendance des géniteurs d’¢élite et donc
permettre une meilleure diffusion de 1’acquis génétique induit par la sélection artificielle ainsi
que la conservation de la biodiversité des races domestiques et des especes sauvages notamment
celles en voie d’extinction. Ces techniques jouent également un role dans la recherche génétique

et dans la production d’animaux transgéniques.

L’insémination artificielle (IA), point clé de I’organisation et de la rentabilité en élevage, est

une technique relativement ancienne, qui s’est développée dés 1950 chez les bovins laitiers.



Son utilisation a grande échelle chez d’autres espéces animales est beaucoup plus récente. Elle
consiste a déposer le sperme frais, réfrigéré ou congelé, au moyen d’un instrument, au moment
le plus opportun et a I’endroit le plus approprié du tractus génital femelle. La méthode offre
donc un double avantage : celui, d’une part, de multiplier la capacité de reproduction des males
et donc de contribuer a I’amélioration génétique et, d’autre part, celui de constituer un moyen
préventif de lutte contre les maladies sexuellement transmissibles. Cette technique de
reproduction permet de s’affranchir des distances géographiques et des difficultés

d’accouplement, qu’elles soient d’origine anatomique, fonctionnelle ou comportementale.

C’est en 1952 que Polge et son équipe mirent au point la premiére procédure de congélation
des spermatozoides en utilisant le glycérol comme agent cryoprotecteur, ce qui permit a ’A
de prendre un véritable essor. Aujourd’hui, I’IA avec de la semence congelée est indispensable
dans le domaine de 1’¢levage et de la sélection et contribue a augmenter la productivité des

espéces domestiques (Decuadro-Hansen 2004; Barbas et Mascarenhas 2009; Hanzen 2014).

C. Avantages et inconveénients de la cryoconservation

La congélation de la semence permet la conservation ex situ de la diversité génétique des
especes de mammiferes ainsi que le désaisonnement de la reproduction favorisant la gestion de
la production et des géniteurs.

En théorie, la cryoconservation n’altére pas le génome des spermatozoides qui peuvent ainsi
étre conservés pendant des dizaines d’années, voire plus, avant d’étre utilisés. Il est alors
possible de conserver le matériel génétique d’espéces en danger ou de bons reproducteurs et de
transmettre ce potentiel a la descendance lorsque 1’animal ne pourra plus reproduire, suite a des
affections pathologiques ou a la vieillesse, ou aprés sa mort (en France, la réglementation
autorise I’utilisation de la semence congelée apres la mort d’un animal).

La congélation permet également de transporter la semence sur de longues distances sans avoir
a faire subir le voyage au male ou a la femelle, ce qui est particulierement stressant pour
I’animal et donc néfaste au bon déroulement de I’accouplement et de la fécondation. De plus,
la 1égislation de nombreux pays est de plus en plus contraignante pour 1’introduction d’animaux
sur leur territoire, avec parfois des quarantaines de plusieurs jours ce qui rend impossible un
accouplement au moment le plus propice du cycle de la femelle. La congélation et le transport
de la semence permettent alors de s’affranchir de ces problémes. Le transport de la semence
congelée permet également une dispersion incomparable de caractéres génétiques intéressants
(Labbé et al. 2002).



Il. Les effets de la cryoconservation sur la semence

Durant la cryoconservation de la semence, les procédures de refroidissement lors de la
congélation et de réchauffement lors de la décongélation, sont responsables de séveéres
dommages auprés des gametes males, ce qui diminue leur capacité de fécondation. Ces
dommages induits par le froid représentent un facteur limitant de la conservation de la semence.
Le processus de cryoconservation comprend plusieurs étapes, depuis la préparation de la
semence et sa dilution jusqu’a la décongélation : a chaque étape, les spermatozoides peuvent
perdre leur capacité a fonctionner normalement.

En effet, durant le processus de congelation-décongélation, les spermatozoides sont exposes a
un stress osmotique important et divers compartiments biochimiques et/ou anatomiques du
spermatozoide peuvent étre 1ésés (I’acrosome, le noyau, les mitochondries, 1’axonéme, la
membrane plasmique, etc...), altérant la longévité des spermatozoides et leur capacité a

féconder 1’ovocyte aprés insémination artificielle.

Ainsi, les résultats de la fécondité obtenus apres insémination avec une semence congelée sont
extrémement variables. Ces variations sont dues a la technique de collecte de la semence, au
dilueur choisi, a la concentration finale en spermatozoides, au procédé utilisé, a la combinaison
dilueur-vitesse de congélation, a la technique de décongélation utilisée ainsi qu’au milieu de
décongélation. De plus, il faut prendre en compte les variations individuelles de la qualité de la
semence qui peuvent expliquer une plus ou moins bonne résistance des spermatozoides a la
cryoconservation d’un individu a 1’autre (Luvoni 2003 ; Schafer-Somi et al. 2006 ; Briand-
Amirat et al. 2006 ; Burgess et al. 2012 ; Dorado et al. 2011 ; Oldenhof et al. 2013).

A. Effets de la cryoconservation sur les différentes fonctions cellulaires
1. Effets sur le méetabolisme cellulaire

L’intensité du métabolisme est fonction de la température. Une diminution de la température
entraine une nette réduction de 1’activité métabolique. A des températures suffisamment basses,

c’est-a-dire négatives, la plupart des processus métaboliques sont stoppés.

La congelation des spermatozoides induit donc un ralentissement voire un arrét de leur
métabolisme (Loomis et Graham 2008).

2. Effets sur les membranes cellulaires
La cryoconservation a des effets majeurs sur la membrane plasmique, que cette derniére subisse
des modifications chimiques, topographiques ou mécaniques.



La membrane plasmique est une bicouche lipidique dont les parties hydrophiles des lipides et
les protéines sont orientées vers 1’extérieur alors que les parties hydrophobes sont orientées vers
le centre de la membrane. Il existe différents types de lipides, tous étant particulierement
sensibles aux radicaux libres, libérés lors de la congélation par les cellules altérées. Ces radicaux
libres sont a 1’origine d’un phénoméne de peroxydation, observé au niveau des lipides

membranaires.

Il faut savoir que chaque espece de lipide posséde une température de changement de phase,
c’est-a-dire une température pour laquelle les lipides passent de 1’état fluide a 1’état de gel.
Lorsque la température devient inférieure a la température de changement de phase d’un type
de lipides, tous les lipides de cette espece se regroupent en microdomaines. Ceci est a 1’origine
d’une réorganisation de la membrane plasmique créant des trous entre les microdomaines de
lipides et les portions fluides de membrane. Ce réarrangement des lipides membranaire induit
par le froid est ce qu’on appelle le « cold shock » ou « choc induit par le froid » et il entraine
une fragilisation de la membrane voire des dommages ou des ruptures membranaires.

Lorsque la température corporelle est de nouveau atteinte aprés décongélation, les lipides
retrouvent leur forme liquide mais la membrane plasmique ne retrouve pas son organisation
initiale et reste altérée. Les conséquences des altérations membranaires sont multiples car la
membrane plasmique est atteinte tout comme les membranes des organites de la cellule
spermatique. Ainsi, les spermatozoides congelés-décongelés peuvent présenter une perte de la
structure interne de 1’acrosome ou des mitochondries, qui représentent les structures cellulaires
les plus sensibles a la cryoconservation. Cela conduit a de séveres conseéquences sur la viabilité
de la cellule mais également a des dysfonctionnements dans I'activation de la mobilité ou dans
la réaction acrosomique et la fécondation.

3. Effet sur le noyau et PADN

Le noyau du spermatozoide peut également étre altéré durant la cryoconservation. Or, la
préservation de I'intégrité de I'ADN est primordiale pour I'obtention d'une descendance viable
et conforme aux parents. Les spermatozoides endommagés sont susceptibles de produire des
radicaux libres tres rapidement, en particulier aprés congélation. Ces produits de peroxydation
sont trés déléteres pour I'ADN et peuvent induire a la fois des cassures et des modifications de
bases. Les conséquences sont dramatiques dans la mesure ou le génome de la descendance, sa
viabilité et la qualité de son développement sont altérés (Labbé et al. 2002 ; Luvoni 2003).



4. Les changements de type capacitation
L’une des conséquences de la déstabilisation des membranes est la réaction acrosomique

prématurée qui réduit fortement la durée de vie des spermatozoides et leur fécondité.

La membrane du spermatozoide subit des changements de composition durant la capacitation
qui la rendent perméable aux ions calcium. Suite a 1’entrée du calcium dans la cellule, la

réaction acrosomique a lieu ce qui rend le spermatozoide capable de fusionner avec I’ovocyte.

Pendant la congélation et la décongélation, les spermatozoides subissent des changements de
type capacitation, ¢’est ce qu’on appelle la « cryocapacitation ». Les spermatozoides présentent
des mouvements hyperactivés selon un schéma caractéristique avec des mouvements moins
linéaires et plus vigoureux que les spermatozoides non capacités. Les changements
membranaires qui se produisent pendant le refroidissement détériorent la fonctionnalité des
canaux de calcium, ce qui entraine une augmentation de la concentration en calcium
intracellulaire. Le méme mécanisme est observé lors du phénomeéne de capacitation et pendant

la réaction acrosomique.

L’étude de Burgess et al. a évalué les effets de chaque étape du processus de cryoconservation
sur la capacitation et la capacité de liaison des spermatozoides au tractus génital femelle. La
dilution, le refroidissement et la congélation-décongélation favorisent la capacitation et
diminuent la capacité de liaison des spermatozoides. Les effets de chaque étape semblent étre

cumulatifs, bien que la plus néfaste reste 1’étape de congélation-décongélation.

L’état de capacitation du spermatozoide peut étre déterminé en utilisant différentes méthodes.
Un indice de la capacitation est la présence des mouvements hyperactifs de la part des
spermatozoides, estimée par observation microscopique ou a 1’aide d’un systéme CASA. La
réaction acrosomique représente un indicateur quant a 1’état de capacitation du spermatozoide
car un spermatozoide non capacité ne devrait pas avoir subi de réaction acrosomique. Ainsi une
autre méthode peut €tre utilisée pour déterminer 1’état de capacitation du spermatozoide et elle
passe par la détection du statut de I’acrosome, a 1’aide de la chlortétracycline, décrite dans la
premiere partie. Enfin le dosage de la proacrosine ou de I’acrosine peut également étre utilisé
pour déterminer 1’état de capacitation du spermatozoide. Ces deux molécules sont libérées de
fagon séquentielle par 1’acrosome lors de la capacitation. Dans son étude, Cortes montre que la
proacrosine est activée durant le processus de congélation-décongélation des spermatozoides
canins et qu’elle constitue donc un bon indicateur de I’intégrit¢ de 1’acrosome des
spermatozoides congelés-décongelés (Luvoni 2003; Rota et al. 2006; Cortes et al. 2006; Pe a
Mar nez 2004; Burgess et al. 2012).



B. Effets des différentes étapes de cryoconservation sur les spermatozoides
Chaque étape du processus de congélation, de la dilution jusqu’a la congélation proprement
dite, peut avoir des effets néfastes sur la survie du spermatozoide et étre a 1’origine de la

diminution de la fécondité.

1. Effet de ’ajout de I’agent cryoprotecteur

L’ajout de I’agent cryoprotecteur, tel que le glycérol, a pour but d’améliorer la survie des
cellules en augmentant la concentration totale en solutés dans le milieu extérieur ce qui
diminuent la quantité de glace formée quelle que soit la température. Dans un premier temps,
I’ajout de 1’agent cryoprotecteur expose la cellule a un environnement hypertonique ce qui
entraine initialement une déshydratation cellulaire. Suite a la pénétration de 1’agent
cryoprotecteur a I’intérieur de la cellule lors de I’étape d’équilibration, la cellule retrouve sa
taille normale. Lors du retrait de I’agent cryoprotecteur, le volume cellulaire varie encore une
fois et cela peut s’avérer néfaste pour la survie du spermatozoide. D’aprés Loomis, le retrait
semblerait plus néfaste que 1’ajout du cryoprotecteur sachant que les dommages engendrés
dépendent a la fois de la taille de la cellule et de la perméabilité de sa membrane aux agents
cryoprotecteurs.

La différence entre la composition de la membrane en fonction de 1’espece peut Etre
responsable d’une différence de perméabilit¢ membranaire a 1’eau et aux cryoprotecteurs.
L’augmentation de la perméabilité au cryoprotecteur, par altération de la composition
membranaire ou par utilisation de cryoprotecteurs alternatifs, améliore la survie des
spermatozoides a la congélation. En effet, les cryoprotecteurs pénétrants tels que le glycérol et
le diméthylsulfoxyde (DMSO) augmentent la perméabilité¢ a I’eau de la membrane, ce qui
permet aux cellules de continuer a se déshydrater et donc d’éviter la formation de glace
intracellulaire (Eilts 2005b; Day et Stacey 2007; Loomis et Graham 2008; Barbas et
Mascarenhas 2009; Oldenhof et al. 2013).

2. Conséquences de I’étape de congélation proprement dite et de
décongélation

Les solutés sont capables de traverser la membrane plasmique par simple diffusion ou par
transport actif. Par simple diffusion, les solutés s’équilibrent de part et d’autre de la membrane
de maniere a ce que leur concentration soit identique dans le milieu extracellulaire et dans le
milieu intracellulaire. Le mouvement de ces solutés suit donc le gradient de concentration du



soluté. Les fluides, en revanche, sont soumis a la pression osmotigque. Leur mouvement dépend
de la concentration des solutés qui ne peuvent pas traverser la membrane. Lorsque les fluides
sortent de la cellule, le volume de celle-ci diminue et la cellule se déshydrate alors que lorsqu’ils
rentrent, la cellule gonfle ce qui entraine un risque de rupture membranaire.

Pendant la congélation, suite au stress osmotique engendreé, la cellule subit des

changements de volume qui peuvent étre mortels s’ils dépassent ses limites osmotiques.

Durant la phase de refroidissement, la glace se forme initialement dans le milieu extracellulaire
ce qui entraine la formation d’un gradient osmotique entre le milieu intracellulaire isotonique
et la fraction non congelée du milieu extracellulaire ou I’on retrouve la majorité du dilueur de
congélation. Cela provoque un mouvement de I'eau hors de la cellule et donc sa déshydratation,
afin de maintenir I'équilibre entre les concentrations de solutés intra- et extracellulaires.

En fonction de la vitesse de refroidissement, I’eau intracellulaire traverse la membrane jusque
dans le milieu extracellulaire et rejoint la phase solide ou alors elle se transforme en glace
directement a I’intérieur de la cellule. La vitesse a laquelle les cellules se refroidissent
détermine, a la fois, I'étendue et la durée de la déshydratation. Si la vitesse de refroidissement
est trop rapide, la sortie d’eau hors de la cellule n’est pas suffisante et la glace se forme a
I’intérieur de la cellule, ce qui peut entrainer des ruptures membranaires a 1’origine de la mort
de la cellule. En revanche, si la vitesse est trop lente, cela limite la formation de cristaux
intracellulaires mais la cellule se déshydrate de fagon excessive et peut alors étre exposée a des
concentrations en solutés a l’origine de changements irréversibles de la structure de la
membrane plasmique, une dénaturation des protéines et une désorganisation des structures

internes de 1’axonéme.

Ainsi, la vitesse de congélation doit étre initialement lente afin de permettre a I’eau de quitter
la cellule par osmose et ainsi prévenir la formation de glace intracellulaire, puis rapide pour
éviter une déshydratation cellulaire trop importante. Le cryoprotecteur present dans le dilueur
offre une protection aux cellules par rapport a la formation de glace en augmentant la fraction
d’eau non gelée (Thirumala et al. 2003; Eilts 2005b; Rota et al. 2006; Oldenhof et al. 2013).

Pendant la décongélation, le processus inverse se produit, et les spermatozoides sont exposés
a des conditions hypotoniques. Le gonflement des spermatozoides suite a I'absorption de I'eau

provoquée par le stress hypotonique est plus préjudiciable que la déshydratation engendrée lors



du stress hypertonique, surtout apres la cryoconservation en raison de la quantité accrue en

espéces réactives de I'oxygeéne fragilisant les membranes.

Ainsi, pour décongeler la semence, une vitesse rapide est préférable de facon a prévenir la
recristallisation de 1’eau intracellulaire présente dans le spermatozoide. Les spermatozoides
décongelés a des vitesses rapides sont exposés moins longtemps aux solutés concentrés ainsi
qu’aux cryoprotecteurs et la restauration de 1’équilibre intra- et extracellulaire est plus rapide
que lors d’une décongélation lente (Barbas et Mascarenhas 2009; Oldenhof et al. 2013).

La capacité des spermatozoides a survivre a une exposition a de basses températures dépend
en grande partie de la perméabilité hydraulique de la membrane et de la capacité a faire face
aux changements de phases de la membrane induits par la température ainsi qu’aux
réorganisations des microdomaines. Ce qu’on appelle le « cold shock » s’explique par le fait
qu'un refroidissement rapide, en dessous de la température de transition de phase de la
membrane, provoque un réarrangement des lipides et des protéines dans les membranes des
spermatozoides. Ceci conduit a des membranes endommagées, qui deviennent perméables a
I'eau et aux principaux ions, ce qui entraine une motilité anormale et une mort prématurée du
spermatozoide. Alors que les spermatozoides de nombreuses especes (y compris les bovins et
les chevaux) sont sensibles aux dommages du choc di au froid, le sperme d'autres especes (les
humains et les poulets par exemple) n’y est pas. Une raison de cette différence de sensibilité au
« cold shock » entre especes est probablement la différence de composition lipidique des
membranes des spermatozoides. Si le taux de cholestérol est suffisamment élevé, la membrane
ne subira pas de transition de phase jusqu’a 1’état de gel. Ce taux élevé en cholestérol explique
pourquoi les spermatozoides humains sont plus résistants au choc induit par le froid que ceux
des étalons ou des taureaux.

Par conséquent, 1’intérét premier des protocoles de congélation-décongélation de la semence
est d’assurer un bon « réveil » des spermatozoides en prévenant la formation de glace et en
réduisant les dommages cellulaires pouvant survenir avant, pendant et apres le processus de
congélation-décongélation (Briand-Amirat et al. 2006; Loomis et Graham 2008; Oldenhof et
al. 2013).



1. Les difféerentes étapes de la cryoconservation de la
semence

De sa récolte jusqu’a son stockage au froid, la semence passe par de nombreuses étapes
constituant le processus de cryoconservation et dont il existe de nombreuses variantes en
fonction des centres de reproduction. Ces différentes étapes seront décrites dans cette partie.

La qualité du sperme et la fertilité apres décongélation sont influencées par plusieurs facteurs,

a savoir les caractéristiques individuelles de chaque animal, le type de dilueur utilisé, la courbe
de congelation, le type de conditionnement, la durée et la température de décongélation, la
technique utilisée pour le retrait du plasma séminal, la concentration en spermatozoides par
doses et la technique d'insémination utilisée (Neto et al. 2014).

A. Récolte et évaluation de la semence
Il existe de nombreuses techniques de récolte de la semence mais chaque espece posséde une
technique privilégiée. Ces techniques ont déja été décrites précédemment mais rappelons que
la technique la plus utilisée dans les espéces bovine et équine est celle du vagin artificiel ; pour
I’espéce canine la récolte par masturbation manuelle est la plus souvent pratiquée et enfin, dans

le cas de I’espéce féline, on préférera 1’¢électro-€jaculation sous anesthésie générale.

Apres la récolte, le sperme est analysé afin de déterminer ses caractéristiques (concentration
en spermatozoides, mobilité...). Dans I’espece équine, le sperme est filtré immédiatement apres
la récolte pour extraire la fraction gel du sperme, une sécrétion filamenteuse des glandes
annexes (Ponthier et al. 2014).

Pour obtenir un ¢jaculat plus concentré, il est possible d’intervenir sur les conditions de collecte
en limitant les sources d’excitation du male ou en collectant « a vagin ouvert » pour ne garder
que la premiére fraction, la plus riche en spermatozoides, mais cela ne suffit parfois pas. Une
alternative consiste a effectuer une premiére dilution au tiers, puis a centrifuger la semence, et
a remettre en suspension le culot de spermatozoides dans un plus petit volume de dilueur
(BarrierBattut 2013).

B. Les techniques de separation des différentes phases du sperme
La semence est composée d’une population hétérogene de spermatozoides viables et non
viables suspendus dans les sécrétions des différentes glandes accessoires. La semence peut
également contenir d’autres cellules (leucocytes, cellules épithéliales, érythrocytes, cellules
germinales immatures) et des contaminants (urine, bactéries, virus). Les spermatozoides
anormaux ou morts ainsi que les autres cellules ou contaminants ont un effet toxique sur les



spermatozoides vivants et réduisent par conséquent la fertilité d’un éjaculat. C’est pourquoi des
techniques de séparation du sperme sont utilisées. Par ailleurs, elles permettent de concentrer
les spermatozoides en enlevant le plasma séminal avant la réfrigération ou la congélation de la
semence. Enfin, elles permettent la sélection d’une population enrichie en spermatozoides
viables (Loomis 2006 ; Anzar et Graham 1994).

La technique utilisée en routine pour séparer le plasma séminal des spermatozoides est la
centrifugation. D’autres techniques de séparation du sperme sans centrifugation ont été

développées, elles seront également décrites dans ce paragraphe.

1. La centrifugation
a. L’intérét de la centrifugation :

In vivo, le plasma séminal présente plusieurs rdles. I1 permet I’activation des
spermatozoides au sein de I’épididyme et leur transport jusqu’au site de dépot de la semence
dans le tractus genital femelle. Le plasma séminal protége les spermatozoides dans les voies
génitales de la femelle et joue également un réle de médiateur durant la réponse inflammatoire
induite aprés la copulation. Les protéines contenues dans le plasma séminal protegent
sélectivement les spermatozoides vivants de la phagocytose par les polynucléaires neutrophiles
et favorisent 1’élimination des spermatozoides morts. Il est également rapporté que certains
composants du plasma séminal, appelés facteurs de décapacitation, préviendraient la
capacitation des spermatozoides. Enfin, le plasma séminal posséderait un pouvoir antioxydant
élevé sur les spermatozoides, notamment chez le cheval (Labbé et al. 2002; Loomis 2006;
Morrell et al. 2014).

Cependant, de nombreuses études ont décrit la présence de plasma séminal comme
préjudiciable pour les spermatozoides lors d’un stockage a des températures basses ou lors de
cryoconservation de la semence, quelle que soit I’espéce. En effet, le plasma séminal représente
une source d’especes réactives de I’oxygene dont la quantité augmenterait lors d’un stockage
au froid et qui s’avereraient néfastes pour les spermatozoides. La semence est donc centrifugée
afin de minimiser les effets délétéres du plasma séminal sur la qualité de la semence et
d’augmenter la concentration en spermatozoides de 1’éjaculat, notamment chez les espeéces,
comme le cheval, ou le sperme est relativement peu concentré (Ponthier et al. 2014; Heutelbeck
et al. 2015; Sieme et al. 2015).

De plus, les bactéries presentes au niveau du tractus génital externe du male et dans la semence

peuvent étre transmises a la femelle et étre a ’origine d’affections utérines voire d’infertilité.



En conséquence, des antibiotiques sont ajoutés en routine aux dilueurs mais certains peuvent
présenter des effets négatifs sur la qualité du sperme et sont inefficaces en dessous de 15°C.
Certaines études, telles que celle de Guimaraes et son équipe sur I’espéce équine, ont montré
que la centrifugation avant la cryoconservation permet une diminution de la charge microbienne
totale de facon significative (Guimaraes et al. 2015).

b. La méthode de centrifugation : force et durée

Directement aprés récolte, la semence est diluée avec un dilueur primaire a 37°C, ce qui permet

de protéger les spermatozoides. Les tubes sont ensuite placés dans la centrifugeuse et le choix
de la force ainsi que de la durée de centrifugation dépend du protocole utilisé. Ensuite, le
surnageant est enlevé, de facon tres précautionneuse, suffisamment rapidement mais sans
provoquer de turbulences, sous peine de perdre une grande partie des spermatozoides. Les
spermatozoides du culot sont alors remis en suspension dans une quantité appropriée de dilueur
(Barrier-Battut 2013).

De nombreuses études se sont accordées pour dire que la durée et la force de centrifugation
optimale, ¢’est-a-dire causant le moins de dommages possibles, était de 600xg pendant 10
minutes (Barrier-Battut 2013; Neto et al. 2013).

Rijsselaere et son équipe ont étudié quatre vitesses de centrifugations : 180xg, 720xg, 1620xg
et 2880xg pendant cing minutes, sur de la semence canine. lls ont trouvé que la perte en
spermatozoides dans le surnageant est moins importante pour les trois vitesses les plus
importantes et que les deux dernieres vitesses entrainent une atteinte de I’intégrité membranaire.
Ils en ont déduit que le meilleur compromis entre une vitesse suffisamment rapide pour ne pas
laisser trop de spermatozoides dans le surnageant et une vitesse n’altérant pas l’intégrité

membranaire est une vitesse de 720xg pendant cing minutes (Rijsselaere et al. 2002).

Hoogewijs et son équipe ont étudié I’impact de la centrifugation sur la semence équine
réfrigérée ou congelée. lls ont utilisés différents protocoles de centrifugations dont le protocole
standard de 600 xg pendant 10 minutes et d’autres protocoles : 600xg, 1200xg, 1800xg et
2400xg pendant cing minutes. Ils ont montré que la perte de spermatozoides dans le surnageant
était plus importante avec le protocole standard et que celle-ci peut étre réduite par une
augmentation de la force de centrifugation a 1800xg ou 2400xg et une diminution de la durée
de centrifugation a cing minutes sans changement apparent dans la qualité de la semence, ce
qui permet d’augmenter le nombre de doses d’insémination par éjaculat. Ils ont également
observé que la centrifugation n’avait aucun impact sur I’intégrité¢ de I’ADN des spermatozoides

(Hoogewijs et al. 2010).



Parfois, les centres de collecte de semence ne sont pas équipes pour congeler la semence. Dans
ce cas, la semence peut étre envoyée dans une structure spécialisée pour une congélation
différée aprés un stockage a 5°C pendant 24 heures. Heutelbeck et son équipe ont tenté
d’évaluer si la sélection du sperme par une centrifugation directement apres la récolte permet
I’obtention d’un meilleur taux de survie lorsque la congélation est différée. 1ls ont trouve que
lorsque la congélation est réalisée aprés un jour de stockage réfrigéré, une centrifugation
réalisée juste apres la collecte donne de meilleurs résultats (pourcentage de spermatozoides
avec une membrane intacte plus élevé apres decongélation) par rapport a une centrifugation
réalisée juste avant la cryoconservation (Heutelbeck et al. 2015).

Ces résultats sont en accord avec 1’é¢tude de Sieme, qui montre que réaliser la centrifugation
juste apres la récolte de semence permet I’obtention de pourcentages plus élevés de
spermatozoides avec une membrane intégre aprés décongélation (Sieme et al. 2015).

c. Les alternatives a la méthode de centrifugation classique:

L’étape de centrifugation représente une étape critique car cette procédure causerait des
dommages mécaniques aux spermatozoides, notamment lorsque la force de centrifugation
utilisée est trop €levée. Les spermatozoides se retrouvent plaqués au fond du tube, ce qui serait
a ’origine d’une perte en spermatozoides. Cette perte s’avere problématique, notamment pour
les especes dont 1’¢jaculat est relativement peu concentré, comme chez le cheval (Mari et al.
2015).

Pour limiter ces inconvénients, deux alternatives sont possibles : la centrifugation sur
«coussin», développée depuis plusieurs années déja, et plus récemment la concentration des
spermatozoides sans centrifugation, a 1’aide d’un filtre spécialement destiné a cet effet
(BarrierBattut 2013).

Sachant que les étalons ne sont pas sélectionnés en fonction de la qualité de leur semence

ou de leur fertilité, ils représentent une espece d’application particulicrement intéressante

de ces techniques de sélection pour ameéliorer la qualité et le potentiel de
cryoconservation des éjaculats de faible qualité. De méme, 1’espéce féline est une bonne
espece d’application de ces techniques de sélection étant donné la prévalence élevée de

la tératospermie. Le but de ces techniques est de concentrer la semence tout en enlevant

les spermatozoides anormaux ou morts qui pourraient affecter la fertilité (Loomis 2006).

i.La centrifugation sur « coussin »:

La centrifugation sur coussin consiste a placer une couche de solution plus dense sous la
semence diluée pour servir de « coussin » aux spermatozoides pendant la centrifugation et éviter
gue ceux-ci ne s’agglomerent au fond du tube.

Initialement, de ’EDTA était utilisé mais il a rapidement été remplacé par le iodixanol qui
s’est avéré plus efficace. Plusieurs « coussins » existent sur le marché mais ils sont tous

constitués d’un liquide visqueux constitué d’une solution d’iodixanol a introduire délicatement



dans le fond du tube contenant déja la semence (exemple du MaxiFreeze® de chez IMV
technologies, France ou du CushionFluid® de chez Minitube, Allemagne) (Figure 28). L’ ajout
de ces milieux « coussins » permet d’augmenter 1’accélération de la centrifugeuse ainsi que le
temps de centrifugation (jusqu’a 1000 xg pendant 20 minutes au lieu de 600 xg pendant 10
minutes sans milieu « coussin ») sans provoquer de Iésions des spermatozoides. Le « coussin »
amortit les chocs sur les spermatozoides, ceux-ci restant a 1’interface coussin/dilueur, au licu
d’étre plaqués au fond du tube par la force centrifuge. Ils sont également «englués » par la
viscosité du liquide, ce qui empéche leur remontée dans le surnageant. Il y a donc moins de
perte de spermatozoides apres la centrifugation, ce qui peut étre intéressant pour optimiser le
nombre de paillettes de sperme congelé produites par des males « petits producteurs ». Le
nombre total de spermatozoides récupérés apres centrifugation serait plus élevé que lors d’une
centrifugation standard (90 % des spermatozoides récupérés au lieu de 60 % avec le protocole
de centrifugation n’utilisant pas les milieux « coussins ») ce qui permet un nombre de paillettes
produites par éjaculat plus important (Barrier-Battut 2013; Ponthier et al. 2014; Sieme et al.
2015).

Figure 28: Exemple de « coussin » de centrifugation MaxiFreeze®de chez IMV
Technologies et CushionFluid® de chez Minitube

L’inconvénient de la centrifugation sur coussin est le surcolit par rapport a une centrifugation
classique, le « coussin » n’étant évidemment pas réutilisable. De plus, 1’étape du retrait du
matériel constituant le « coussin » aprés la centrifugation reste une étape critique. D’ apres
Hoogewijs, I'utilisation d’un trés petit volume de matériel (30 puL) sans 1’enlever apres
centrifugation se réveélerait inoffensif, mais ces petits volumes requierent des tubes particuliers
qui ne sont pas facilement disponibles en pratique (Barrier-Battut 2013; Loomis 2006;
Hoogewijs et al. 2010).
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ii. La méthode de filtration :

L’équipe de recherche de I’'université de Botucatu, au Brésil, a développé un filtre permettant
de concentrer les spermatozoides et éliminer une grande partie du plasma séminal sans
centrifugation. Ce filtre, appelé Sperm Filter®, est utilisé¢ dans 1’espece €quine et se présente
sous la forme d’une coupelle ronde d’environ 10 cm de diamétre, dont le fond est formé par

une membrane poreuse (pores de 2um) (Figure 29).

Figure 29: Filtre Sperme Filter® (Barrier-Battut, 2013)

Aprés avoir dilué le sperme pur, la suspension de spermatozoides est versée dans cette coupelle
placée au-dessus d’une boite de Pétri, le tout étant maintenu sur une platine chauffante a 36°C.
On imprime ensuite des mouvements de rotation lente au filtre, de maniére a ce que le plasma
séminal et le dilueur passent a travers les pores, les spermatozoides restant au-dessus du filtre.
Lorsqu’il ne reste qu’une petite quantité de liquide au-dessus du filtre, elle est récupérée dans
un récipient préalablement réchauffé a 36°C, et le filtre est rincé a 1’aide d’une petite quantité
de dilueur, afin de bien récupérer tous les spermatozoides. Cette technique est tres efficace,
mais présente deux inconveénients : la durée nécessaire pour la filtration de 5 a 10 minutes et le
coQt de 80 euros par filtre, reutilisable une dizaine de fois pour le méme étalon, apres ringage a

I’eau distillée stérile, et séchage a 37°C entre deux utilisations (Barrier-Battut 2013).

Neto a réalise une étude dans laquelle il compare la filtration (filtre composé d’une membrane
synthétique hydrophile) a une centrifugation standard (600 xg pendant 10 minutes). Avant et
apres congélation, aucune différence n’est observée entre les deux méthodes concernant les
parametres cinétiques de la semence ainsi que 1’intégrité membranaire. Ainsi, le filtre utilisé ne
cause aucun dommage aux spermatozoides et aucune différence n’a été observée entre la
semence fraiche et la semence filtrée au niveau des différents parametres étudiés. De plus, le

taux de récupération des spermatozoides s’avére plus élevé lors de la filtration par rapport a la
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centrifugation. Neto conclue donc que le SpermFilter® est aussi efficace que la centrifugation

et qu’il présente 1’avantage d’une perte moins importante en spermatozoides (Neto et al. 2013).

2. Les autres techniques de séparation de la semence

a. La centrifugation sur gradient de densité :

La centrifugation sur gradient de densité est une technique basée sur la séparation des
spermatozoides en sub-populations en fonction de leur densité. Les gradients de densité sur
lesquels est centrifugé le sperme sont préparés a 1’aide de colloides, constitués de particules de
silicates, placés dans un tube de centrifugation soit sous forme de monocouche (Androcoll-E®
ou Equipure® Bottom Layer uniquement) soit sous formes de plusieurs couches de colloide de
densité différente (Equipure® TopLayer et Equipure® Bottom Layer). Les colloides utilisés
sont différents en fonction de I’espece (Loomis 2006; Barrier-Battut 2013).

Le sperme dilué est déposé sur le colloide dans un tube conique de 15 ml, puis I’ensemble est
centrifugé a 300 xg pendant 20 minutes. Durant la centrifugation, le plasma séminal, les
éventuels débris et les particules de dilueur (jaune d’ceuf, glycérol, etc.), ainsi que les bactéries,
sont piégés dans les interfaces du gradient, tandis que seuls les spermatozoides traversent le
colloide pour former un culot au fond du tube (Figure 38). Ils sont ainsi « lavés ». Une certaine
sélection des spermatozoides s’opérerait également. Plusieurs publications ont montré que les
spermatozoides mobiles et sans anomalie morphologique étaient majoritairement entrainés
dans le culot de centrifugation, tandis qu’un certain nombre de spermatozoides immobiles,
anormaux, ou présentant des altérations de la chromatine, restaient piégés dans le colloide
(Barrier-Battut 2013).

Débris, particules
[« de dilueur, bacteries,
spermatozoides altérés

Culot enrichi en
spermatozoides
mobiles normaux

Figure 30: Lavage et sélection des spermatozoides aprées centrifugation sur colloide monocouche
(BarrierBattut, 2013)



Afin d’optimiser la sélection des spermatozoides, il faut prendre quelques précautions. Le
colloide doit étre placé d’abord au fond du tube, puis la semence diluée est ensuite rajoutée
précautionneusement au-dessus, de facon a obtenir une interface franche entre le colloide et la
semence. De méme, il ne faut pas déposer un volume trop élevé de semence ou un nombre trop
¢levé de spermatozoides par tube car cela peut étre a 1’origine d’une diminution du rendement.
Il est préférable d’utiliser des tubes de 15 ml, avec un minimum de 3 ml de colloide pour 1000
millions de spermatozoides. Pour les grands volumes de semence peu concentrée, Androcoll
E® a une formulation spécifique permettant d’utiliser jusqu’a 15 ml de sperme et 15 ml de
colloide, en tube de 50 ml (Figure 31). Pour les spermes tres peu concentrés et de faible qualite,
il est possible de combiner la filtration sur SpermFilter®, puis la centrifugation sur colloide.
Cela permet une premiére concentration de I’¢jaculat, et donc une réduction du volume déposé
sur le colloide. La concentration optimale avant dép6t sur le colloide est située autour de 100
millions de spermatozoides par millilitre (Barrier-Battut 2013).

Petits volumes de sperme : EquiPure® en tube conique de 15 ml

Débris,
. spermatozoides

- 1,5a3 mlsperme dilué /" anormaux, etc.

-1 /
Centrifugation Culot enrichi
~+— 3 ml EquiPure® -» 0 mg d __ en spermatozoides
A 4 i @ mobiles, normaux
Grands volumes de sperme : Androcoll® en tube conique de 50 ml
Débris,

-+ spermatozoides

B '5;11; e Centrifugation /" anormaux, etc.
=% 20 min = i
300 G Culot enrichi i
—t+— 15 ml AndroColl® - en spermatozoides
A 4 W mobiles, normaux

Figure 31: Lavage et sélection des spermatozoides par centrifugation sur colloide
monocouche en fonction du volume de sperme (Barrier-Battut, 2013)

Cette technique permettrait un enrichissement de la semence en spermatozoides de bonne
qualité par élimination des spermatozoides défectueux. La centrifugation sur gradient de densité
peut étre réalisée a deux moments clés :

- immédiatement apres la récolte, dans le but de sélectionner les spermatozoides
les plus aptes a supporter la réfrigération ou la congélation ;
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- apres la conservation, afin d’augmenter le pourcentage de spermatozoides
mobiles dans les doses d’insémination. Cependant ce tri s’accompagne d’une
diminution du nombre de spermatozoides (Barrier-Battut 2013).

Les principaux inconvénients de cette technique sont qu’elle nécessite du temps, son coft
¢levé, sachant que le gradient n’est pas réutilisable, ainsi que son faible rendement. Ce
rendement varie selon la qualité initiale du sperme, ce qui s’explique aisément : si les
spermatozoides de mauvaise qualité sont eliminés, le nombre de spermatozoides restant
utilisables ne peut qu’étre largement inférieur au nombre initial, et ceci d’autant plus que
I’échantillon initial est de mauvaise qualité. Il est donc légitime de s’interroger sur 1’intérét
d’une telle sélection, par rapport a une insémination avec un nombre plus élevé de

spermatozoides totaux (Barrier-Battut 2013 ; Ponthier et al. 2014).

Dans I’étude de Dorado et al. L’intérét de la centrifugation sur gradient de densité monocouche

type Androcoll sur la sélection de spermatozoides canins de bonne qualité est étudié. Il est
observé, qu’apres décongélation, les spermatozoides centrifugés avec le gradient de densité
présentent de meilleurs parametres attestant la qualité, tels que les caractéristiques de mobilité
(Dorado et al. 2013).

De méme, Chatdarong compare I’efficacité d’un simple lavage avec la centrifugation sur
gradient de densité monocouche avant la congélation sur des spermatozoides de chats issus de
I’épididyme. Il montre que la centrifugation sur gradient de densité améliore la qualité des
spermatozoides épididymaires félins avec un pourcentage plus élevé de spermatozoides
morphologiquement normaux, une meilleure intégrité membranaire et de la chromatine. La
centrifugation sur gradient de densité permet également le retrait des contaminants cellulaires
que I’on retrouve habituellement dans les échantillons de semence issue de 1’épididyme
(érythrocytes, leucocytes, bactéries, débris cellulaires) (Chatdarong et al. 2010).

Heutelbeck et son équipe ont voulu montrer I’efficacité de la centrifugation sur gradient de
densité pour la sélection d’un sperme avec un meilleur taux de survie, lorsque la congélation
est différee. Deux types de gradients de densité ont eté utilisés : un monocouche et un contenant
deux couches de densité différente et ils ont tous deux été comparés a une centrifugation
standard. Les résultats obtenus ont montre une augmentation du pourcentage de spermatozoides
morphologiquement normaux et mobiles avec un taux plus élevé de membrane et de chromatine
intact, comparé a une centrifugation standard ou une dilution simple. De plus, lorsque la
congélation est réalisée apres 24 heures de stockage réfrigéré, une centrifugation réalisée juste

aprés la collecte donne de meilleurs résultats par rapport a une centrifugation réalisee juste



avant la cryoconservation. Ainsi, la centrifugation sur gradient de densité permet la sélection

d’un sperme de meilleure qualité comparé a une centrifugation standard (Heutelbeck et al.
2015).

b. La technique de « swim-up »:

La technique de « swim-up » est la plus simple pour separer les spermatozoides mobiles des
non mobiles et des debris cellulaires car elle permet la sélection des spermatozoides selon leur
mobilité et leur capacité a nager hors du plasma séminal.

La technique de swim-up peut étre réalisee de deux fagons :

» Latechnigque de « swim up directe » :

L’échantillon de semence en entier est divisé en fractions de 1 millilitre dans des tubes de
centrifugation. 1,3 millilitre du milieu de culture est alors dépose au-dessus de la semence dans
chaque tube de facon trés précautionneuse. Les tubes sont ensuite placés dans un incubateur, a
37°C pendant 30-60 minutes. Les tubes sont inclinés d’environ 45° afin d’augmenter la surface
de contact entre la semence et le milieu de culture et d’améliorer le transfert des spermatozoides
du plasma séminal jusqu’au milieu de culture. Apres I’incubation, les tubes sont remis a la

verticale et 1 millilitre de surnageant est retiré par aspiration a 1’aide d’une pipette.

» Latechnigue de « swim up indirecte » :

La semence est divisée en fractions de 1 millilitre dans chaque tube, le milieu est ajouté et aprés
la centrifugation, le surnageant est retiré. Le culot récupéré est remis en suspension puis 1,3
millilitre de milieu est ajouté précautionneusement et les tubes sont alors placés dans
I’incubateur pendant 30 a 60 minutes a 3°c avec une inclinaison de 45°. Aprés la migration des

spermatozoides, le volume de semence nécessaire a I’IA est récupéreé.

La centrifugation lors de la méthode directe a lieu apres la migration des spermatozoides, c’est-
a-dire apres la séparation des spermatozoides normaux avec les leucocytes et les
spermatozoides morts. Ce sont généralement eux qui produisent des especes réactives de
I’oxygene apres la centrifugation ainsi la méthode de swim up directe est la méthode
préférentielle par rapport a la méthode indirecte pour sélectionner les spermatozoides (llaria
2011).



En théorie, cette technique mime la sélection des spermatozoides réalisée au sein du
tractus génital femelle. Pour les bovins, on ajoute de I’acide hyaluronique dans le milieu de

culture car des glycosaminoglycanes sont retrouvés dans le tractus génital de la vache.

La technique de swim-up permet une récupération de spermatozoides dont le
pourcentage de mobilité et d’intégrité membranaire est plus élevé. Le pourcentage de
spermatozoides morphologiquement normaux ainsi que le pourcentage de mobilité obtenus
seraient plus élevés suite a la technique de swim-up comparée a un simple lavage. Cependant,
ce procédé ne permet pas de réduire la fréquence des modifications de type capacitation ou
réaction acrosomiale. L’inconvénient majeur de ce procédé est qu’il est a I’origine d’un faible
rendement et qu’il engendre des petits volumes. Il n’est donc pas toujours employé et reste
plutét privilégié dans le cas de fécondation in vitro (Loomis 2006; Luvoni 2006; Chatdarong et
al. 2010).

C’est une technique également employée dans I’espéce féline ou la tératospermie est
particulierement répandue. En effet, la technique du « swim-up» apparait comme une méthode
de choix pour sélectionner les spermatozoides normaux, aptes a féconder mais il faut savoir
qu’elle ne permet pas de s’affranchir completement de la tératospermie puisque des anomalies
plus fines, notamment membranaires, persistent et mettent en péril la réaction acrosomiale ainsi
que la capacitation (Howard et al. 1990).

c. L’intérét de I’étape de centrifugation

La centrifugation est réalisée dans le but de retirer le plasma séminal de la semence,
cependant I’intérét de cette étape est de plus en plus controversé. Auparavant, il était mesure
courante de retirer entierement le plasma séminal car celui-ci avait été décrit comme néfaste
pour les spermatozoides durant la cryoconservation. Son retrait permettait une meilleure survie
des spermatozoides pendant le stockage au froid et réduisait les altérations de la chromatine
(Morrell et al. 2014).

Dans I’¢tude de Brinsko, la centrifugation et le retrait du plasma sont bénéfiques pour
les semences d’étalon dont I’¢jaculat présente une faible tolérance a la réfrigération,
particulierement lorsque 1’échantillon est conservé plus de 24 heures. Ces étapes limiteraient la
perte de mobilité des spermatozoides apres 48 heures de stockage au froid, chez les étalons dont
la semence possede une faible aptitude a supporter la réfrigération (Brinsko et al. 2000).

Cependant, certains auteurs rapportent que 1’absence de plasma séminal pendant la

cryoconservation serait a I’origine de la faible conservation de la mobilité. Ils conseillent donc



d’éviter les protocoles incluant un retrait complet du plasma séminal et proposent de conserver
une petite fraction de plasma seminal aprés centrifugation, de 1’ordre de 5 a 20% du volume
final.

De méme, chez la jument, il a été montré que la présence de plasma séminal dans la dose
d’insémination serait nécessaire a I’obtention d’une fertilit¢ optimale, par activation des

molécules régulatrices de la réponse immune (Loomis 2006; Morrell et al. 2014).

La cryoconservation induit des changements au niveau de la membrane plasmique, ce qui
équivaut a une capacitation partielle du spermatozoide. Cette capacitation prématurée résulte
de la perte en lipides de la membrane lors de la congélation-décongélation mais également de
la perte des facteurs de décapacitation, contenus dans le plasma séminal, apreés la centrifugation.
Ainsi, I’ajout de plasma séminal empéche une capacitation prématurée et favorise la conversion
des spermatozoides capacités a 1’état décapacité, permettant ainsi a la semence congelée d’étre

fertile pendant une plus longue période.

L’¢tude de Moore montre que le plasma séminal présente un faible effet, que ce soit positif ou
négatif, sur la mobilité et la viabilité de la semence d’étalon congelée, si les spermatozoides
sont congelés directement aprés I’ajout du plasma séminal. Cependant, si la semence est
incubée avec des quantités importantes de plasma séminal (jusqu’a 20%), pendant de longues
périodes avant la congélation, la survie des spermatozoides lors de la congélation est
compromise. Il est notable de remarquer que le plasma séminal congelé séparément puis ajouté
a la semence décongelée juste avant I’insémination augmenterait la fertilité des spermatozoides

en les protégeant de I’environnement utérin (Moore et al. 2005).

De nombreuses controverses existent quant a 1’ajout d’un plasma séminal hétérologue apres

centrifugation a la place du plasma séminal du male prélevé.

D’apres Moore, lorsque les spermatozoides d’étalon présentent une faible mobilité
postdécongélation (inférieure a 20%) et qu’ils sont supplémentés avec le plasma séminal d’un
autre étalon produisant de la semence avec de forts taux de survie a la congélation, on retrouve
un plus grand nombre de spermatozoides qui survivent a la cryoconservation. Il rapporte
I’existence de composants dans le plasma séminal qui protégeraient les membranes des
spermatozoides pendant la congélation et la quantité de ces composants serait différente en
fonction de 1’étalon, ce qui expliquerait la capacité des spermatozoides de certains étalons a

survivre plus ou moins bien a la congélation (Moore et al. 2005).

Morrell est plus modéré dans la conclusion de son étude. Il a comparé I’effet de I’ajout d’un

plasma séminal hétérologue apres une centrifugation sur gradient de densité par rapport a 1’ajout



du plasma séminal de 1’étalon prélevé. La centrifugation sur colloides a été choisie car elle
permet de retirer la totalité du plasma séminal ainsi que les protéines du plasma séminal situées
a la surface des spermatozoides. Il a conclu que d’importantes variations sont observées
concernant I’interaction entre le plasma séminal et les spermatozoides et que cela dépend de
I’origine du plasma séminal mais également de celle des spermatozoides. Enfin, il remarque
que si la supplémentation en plasma séminal est réalisée, il est préférable de la faire directement

avant insémination plutot qu’avant le stockage (Morrell et al. 2014).

Korochkina et son équipe obtiennent des résultats mitigés lors de 1’ajout de plasma séminal a

des spermatozoides canins issus de 1’épididyme. Ils notent une augmentation de la mobilité
chez les spermatozoides frais mais le plasma séminal semble avoir un effet néfaste sur
I’intégrité de la chromatine aprés le processus de congeélation-décongélation (Korochkina et al.
2014).

Centrifugation Centrifugation Centrifugation sur
simple sur coussin gradient de densité
600xg 1000 x g 200a300xqg
10 min 20 min 20 & 30 min

Débris, particules
de dilueur,
DilUBUT mpee Disque de bactéries \ i
spermatozoides spermatozoides \ PUNOlqe :
a l'interface altéres jusqu‘a
dilueur/colloide N, 15 mL de
sperme
dilué pour
Culot de Colloide : Culot enrichi en 15mL de
spermatozoides ™~ 2mL pour un spermatozoides ——s colloide
tube 50 mL mobiles normaux

Figure 32: Les différentes techniques de centrifugation de la semence : intéréts et
inconvénients (BarrierBattut, 2013)
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Table 5:  Avantages et inconvénients des difféerentes techniques de centrifugation(d’apres :
Barrier-Battut, 2013)

Centrifugation Centrifugation sur Centrifugation sur
simple (absence coussin gradient de densité
de colloide)
Points - Elimine une - Empéche la remontée | - « Lave » les
positifs grande partie du des spermatozoides spermatozoides des
plasma séminal -> | dans le surnageant -> | impuretes, particules de
intérét lorsqu’il est | pas de pertes a la dilueur... _
toxique - centrifugation - Pasde | Ellmlne"une partie
Concentre les culot -> limite les chocs des spe:rmatozq,des de
spermatozoides mécaniques sur les mauvaise qualite
spermatozoides
Points -Pertes de - Couit - Colt
négatifs spermatozoides - Diminution
dans le surnageant importante du nombre de
(minimum 10%) - spermatozoides
Choc mécaniques
éventuels
C. Ladilution

Une fois le culot riche en spermatozoides obtenu apres 1’étape de centrifugation, il est dilué
avec le milieu de congélation. Ce milieu de congélation également appelé dilueur, permet de
conserver la semence en gardant les propriétés fécondantes des spermatozoides. Il permet

également d’ajuster la concentration en spermatozoides dans les paillettes.

Le dilueur doit posséder plusieurs propriétés afin d’améliorer la survie des spermatozoides. I1
doit étre isotonique a la semence afin d’éviter les chocs osmotiques, avoir un pH compatible a
la survie des spermatozoides, posséder un pouvoir tampon, une osmolarité appropriée, avoir
une action stabilisatrice et protectrice des membranes, contenir des substances nutritives telles
gue des sucres et posséder un pouvoir antioxydant et antibactérien. Il doit également étre facile
a preparer, a conserver et a utiliser (Barbas et Mascarenhas 2009; Hanzen 2014).

Le rdle du dilueur est d’aider a la stabilisation de la membrane des spermatozoides. Pendant la
conggélation, la cellule subit des changements de volume qui peuvent étre mortels s’ils dépassent
les limites osmotiques de la cellule. La glace se forme initialement dans le milieu extracellulaire
et entraine la sortie d’eau de la cellule d’ou sa déshydratation. L’ajout de dilueur, et notamment
des agents cryoprotecteurs qu’il contient, modifie la perméabilité de la membrane a I’eau, ce

qui limite les variations de volume et le stress osmotique (Eilts 2005b; Rota et al. 2006).




1. La composition du dilueur
Il n’existe aucun consensus quant a I’existence d’une composition de dilueur idéale. Mais, il
existe de nombreux dilueurs commercialisés ou fabriqués par les unités de reproduction et dont
la composition varie plus ou moins. En régle générale, les dilueurs contiennent des agents
cryoprotecteurs dont le role est d’augmenter la survie des spermatozoides. On retrouve des
cryoprotecteurs qui pénétrent les cellules tels que le glycérol et des cryoprotecteurs qui restent
dans le milieu extracellulaire tels que des protéines ou des sucres. On retrouve également
d’autres composés dans les dilueurs comme par exemple des antibiotiques, des sels ou encore

des détergents (Barbas et Mascarenhas 2009; Ponthier et al. 2014; Pojprasath et al. 2011).

Les cryoprotecteurs non pénétrants:

Les cryoprotecteurs non pénétrants agissent uniquement dans le milieu extracellulaire. 1ls
agissent comme solutés en diminuant la température de congélation du milieu et en prévenant
la formation de glace, et possedent également la propriété de protéger les membranes des
spermatozoides.

Actuellement, en médecine vétérinaire, les milieux de congélation utilisent des composés
d’origine animale comme le lait ou le jaune d’ceuf pour des raisons économiques et de
disponibilité. L’étude de leur formulation vise a adapter leur contenu en protéines, glucides et
lipides afin d’assurer aux spermatozoides une base nutritionnelle et de protéger les membranes
des effets de la congélation. Chez le cheval, on retrouve plutdt des dilueurs a base de lait ou de
composants du lait (exemple du lactose), contrairement aux milieux utilisés chez le bovin et le

chien dont la base est un milieu Tris-fructose (le Tris étant une solution tampon).

Le lait constitue le composant de base de nombreux dilueurs. Il permet un apport en
phosphates, citrates et sucres aux spermatozoides, posséde un pH proche de celui du sperme et
reste facile a préparer et peu cher. Du jaune d’ceuf est, en régle générale, ajouté au milieu de
congélation chez toutes les especes.

La membrane cytoplasmique pouvant intégrer des molécules hydrophobes, la composition
lipidique du milieu de congélation est déterminante. Cependant, la vitesse et la proportion des
échanges lipidiques entre le milieu et la membrane cytoplasmique du spermatozoide doit étre
prise en compte. Par exemple, 1’ajout de cholestérol au premier milieu de congélation améliore

la qualité du sperme aprées décongélation (Ponthier et al. 2014; Hanzen 2014).



Le jaune d’ceuf est 'un des composants les plus employés dans les dilueurs. Il assure la
protection des membranes des spermatozoides lors de la congélation grace aux phospholipides

qu’il contient.

Dans son étude, Jiménez a comparé I’efficacité de différents dilueurs sur la qualité de la
semence féline apres congélation-décongélation. Il a comparé dans un premier temps, trois
dilueurs issus du commerce mais non destinés a la semence féline : un dilueur a base de Tris et
de jaune d’ceuf (Triladyl®), un dilueur sans jaune d’ceuf (AndroMed®) et un milieu a base de
lait écrémé et de jaune d’ceuf (Gent®). Dans une seconde expérience, il a comparé cette fois le
Triladyl® avec deux dilueurs spécifiquement préparés pour la conservation de semence féline.
En croisant les deux expériences, Jiménez a conclu que le Triladyl®, dilueur a base de jaune
d’ceuf, permet 1’obtention de la mobilité et du pourcentage d’intégrité membranaire les plus
¢levés et qu’il représente une bonne alternative pour la dilution de semence féline lors d’un

processus de cryoconservation (Jiménez et al.2013).

Cependant, I’utilisation du jaune d’ceuf présente certaines limites. Etant un composant d’origine
animale, il représente un risque potentiel de contamination bactérienne de la semence. De plus,
des manipulations sont nécessaires avant son utilisation, ce qui est peu pratique et relativement
chronophage. Enfin, le jaune d’ceuf est un produit extrémement complexe dont la composition
varie entre individus et qui contient des composants qui inhiberaient la respiration des
spermatozoides et par conséquent réduiraient leur mobilité. Pour toutes ces raisons, il est
intéressant d’isoler et de produire 1’élément cryoprotecteur du jaune d’ceuf de poule (Briand-
Amirat et al. 2006).

Des études ont permis de séparer les fractions du jaune d’ceuf par centrifugation chez les bovins
et chez le chien. L’efficacité du jaune d’ceuf est attribuée a la présence de LDL (low density
lipoproteins) qui adhérent & la membrane du spermatozoide et forment un film représentant une
interface entre les acides gras et ’eau. Les LDL privilégient ainsi 1’entrée de phospholipides et
de cholestérol dans la membrane cellulaire ce qui protége le spermatozoide du choc induit par
le froid. Dans 1’étude de Varela Junior, il est montré les LDL peuvent remplacer le jaune d’ceuf
dans la composition du dilueur Tris-glucose pour la congélation de la semence car elles sont a
I’origine d’une amélioration de la mobilité et de 1’intégrité membranaire. La concentration la
plus efficace serait de 8% (\Varela Junior et al. 2009). De méme, Briand-Amirat et son équipe
ont montré, dans 1’espece bovine, qu'un dilueur a 8% de LDL issues du jaune d’ceuf donne
aprés congélation-décongélation plus de spermatozoides mobiles qu’un dilueur témoin
(Optidyl®) contenant 20% de jaune d’ceuf (BriandAmirat et al. 2006).



Chez le cheval, des essais utilisant le plasma de jaune d’ceuf qui contient les LDL ont montré
de bons résultats en termes de fertilité¢ alors que la mobilité aprés décongélation n’était pas
augmentée, illustrant bien les limites de I’évaluation de la mobilité comme critére de fertilité.
De méme, I'utilisation de liposomes a été évoquée. Les liposomes, composés de lipides,
possedent une activité protectrice envers les spermatozoides durant le processus de congélation
et ils présentent 1’avantage d’étre définis précisément en termes de composition et de structure.
IIs représentent donc un outil intéressant pour investiguer les mécanismes de cryoconservation.
Parmi les phospholipides testés par Pillet, les liposomes E-80 se sont révélés étre les plus
protecteurs et ils préservent 1’intégrité membranaire de fagon similaire au jaune d’ceuf (Pillet et
al. 2011, 2012).

Dans son étude, Bencharif a comparé I’efficacité de trois dilueurs sur la qualité de la semence
de chien lors du processus de congélation. Deux des dilueurs contenaient du jaune d’ceuf et le
troisiéme contenait des LDL. Le dilueur contenant les LDL permettait 1’obtention de
pourcentages en mobilité ainsi que des caractéristiques de mouvement aussi bons voire
meilleurs que ceux obtenus avec les dilueurs de référence contenant le jaune d’ceuf entier. Il
semblait donc avoir les mémes qualités cryoprotectrices et ce dilueur a base de LDL est
commercialisé sous le nom de CANIXL Freeze® et ne requiert aucune préparation
préliminaire, ce qui réduit considérablement 1’éventualit¢ d’une contamination bactérienne

(Bencharif et al. 2010).

D’autres composés ont été testés afin de remplacer le jaune d’ceuf, qui n’est pas pratique

d’utilisation.

Le ratio cholestérol/phospholipides de la membrane plasmique représente le facteur principal
déterminant le maintien de la fluidité et de la stabilité membranaire durant la réfrigération. Une
forte concentration en cholestérol entraine une réduction de la température a laquelle la
transition de phase se produit, ce qui réduit les dommages causés a la structure de la membrane
plasmique. Le sperme des espéces dont le taux de cholestérol de la membrane est élevé, telles

que le lapin ou le chien, présente une plus grande résistance au processus de cryoconservation.

Hartwig a testé l’influence du CLC (cholesterol-loaded cyclodextrin), qui est un
oligosaccharide possédant une interface hydrophile et une autre hydrophobe, permettant
d’augmenter la solubilit¢ des composés hydrophobes tels que le cholestérol. Ainsi, la
supplémentation en CLC lors du processus de réfrigération permet de modifier la composition
en lipides de la membrane plasmique et donc d’accroitre sa résistance aux faibles températures.
Les résultats ont montré une action cryoprotectrice puissante du CLC sur les spermatozoides
d’étalons, avec une augmentation du taux de fertilité de 42% chez les étalons classes parmi les



« bad coolers » (c’est-a-dire qui présentent une semence dont la qualité post-décongélation est
mauvaise) (Hartwig et al. 2014).

L’étude des échanges lipidiques, de la fixation des protéines et des effets du froid sur la
membrane doit encore étre approfondie. Le jaune d’ceuf reste la base de la majorité des dilueurs

aujourd’hui mais la fraction contenant les LDL du jaune d’ceuf est de plus en plus utilisée.

L’utilisation de milieux de congélation sans protéines d’origine animale est en cours de
développement, cependant ces milieux doivent rester économiquement viables pour avoir un
réel intérét en reproduction et les premiers essais réalisés avec du sperme réfrigéré sont
particulierement décevants. On retrouve par exemple Bioxcell® ou BullxCell® chez IMV
technologies qui ne contiennent pas de protéine animale et qui sont utilisés pour la dilution
finale de la semence bovine (Ponthier et al. 2014; Barbas et Mascarenhas 2009).

Les cryoprotecteurs pénétrants :

Les cryoprotecteurs pénétrants ont de nombreux effets. lls entrainent des réarrangements
lipidiques et protéiques de la membrane cellulaire ce qui induit une augmentation de la fluidité
membranaire, une modulation du niveau de déshydratation cellulaire et une meilleure survie a
la cryoconservation. De méme, ils remplacent une partie de 1’eau intracellulaire et se lient a
I’eau restante ce qui limite la formation de glace a I’intérieur de la cellule (mais également a
I’extérieur). Le cryoprotecteur idéal possede un faible poids moléculaire, une grande solubilité

dans ’eau et une toxicité minimale.

Le glycérol représente le cryoprotecteur le plus utilisé pour la plupart des espéces animales. I
possede une action a la fois intra- et extracellulaire. Il péneétre a I’intérieur des spermatozoides
et modifie la configuration des cristaux de glace qui s’y forment en les rendant plus arrondis,
ce qui diminue le risque de perforation des membranes. Dans le milieu extracellulaire, le
glycérol, dont la température de congélation est plus basse que celle de 1’eau, se fixe aux
molécules d’eau. Il diminue ainsi le seuil de congélation de 1’eau extracellulaire et permet de

limiter le gradient osmotique et de ralentir la vitesse de déshydratation des spermatozoides.

Cependant, le glycérol possede également des effets néfastes et peut s’avérer toxique pour les
spermatozoides, ce qui pourrait €tre a 1’origine de la faible mobilité observée apres
décongélation et du faible taux de fécondité. La toxicité du glycérol réside dans son faible
passage a travers les membranes cellulaires, entrainant un choc osmotique pour le
spermatozoide mais aussi dans 1’altération de la membrane par dénaturation des protéines

(Barbas et Mascarenhas 2009 ; Ponthier et al. 2014; Alvarenga et al. 2005).



L’utilisation du glycérol correspond donc a un compromis entre ses effets cryoprotecteurs et
ses effets toxiques, d’ou I'importance de I’utiliser a la bonne concentration. La concentration
optimale en glycérol dans le milieu de congélation est variable selon I’espéce : les
spermatozoides bovins et canins supportent des concentrations en glycérol entre 6 et 8% du
volume total alors que pour les spermatozoides d’étalon, plus sensibles aux variations
osmotiques, la concentration ne devrait idéalement pas dépasser les 3,5 % du volume total.
Récemment, un milieu de congélation ne contenant que 2,5 % de glycérol a été développé et
de tres bons résultats de fertilité ont été observés (Barbas et Mascarenhas 2009; Ponthier et al.
2014).

D’autres agents cryoprotecteurs traversant plus facilement les membranes ont été étudiés.
Parmi eux, 1’éthyléne glycol et le dimétylsulfoxide (DMSO) posseédent tous deux un poids
moléculaire plus faible que le glycérol, leur conférant ainsi une plus grande perméabilité
cellulaire. lls entrent donc plus rapidement dans la cellule que le glycérol et causent ainsi moins
de variations osmotiques. Cependant, le DMSO s’est révélé moins efficace que le glycérol et

n’est plus utilisé de nos jours (Eilts 2005b).

Dans son étude, Rota a comparé I’effet de 1’ajout de 5% de glycérol ou de 5% d’éthyléne glycol

au dilueur lors d’un processus de cryoconservation de semence canine. Les résultats montrent
une mobilité plus élevée en présence d’éthylene glycol pendant la premiére heure aprés
décongélation. Au-dela de 60 minutes, aucune différence n’est observée entre les deux
cryoprotecteurs (Rota et al. 2006). De méme, d’autres études démontre que 1’éthyléne glycol
protége les spermatozoides d’étalon de fagon similaire au glycérol (Alvarenga et al. 2005;
Squires et al. 2004).

Enfin, de récentes études ont montré que 1’ajout d’amides améliorait la qualité de la semence
apres décongélation chez les étalons dont le sperme présentait une faible aptitude a la
congélation. C’est I’exemple du Botu-Crio®, un dilueur pour étalon contenant du glycérol et
du meéthylformamide comme cryoprotecteurs, capable de maintenir la viabilité et la fécondité
des spermatozoides équins qu’ils soient éjaculés ou prélevés au niveau de 1’épididyme (Neto et
al. 2014; Melo et al. 2008).

En effet, les amides présentent un poids moléculaire plus faible que le glycérol, probablement
a Dorigine d’un stress osmotique moins important et donc d’une résistance accrue du
spermatozoide au processus de cryoconservation. Dans son étude, Alvarenga conclut que les
amides tels que le méthylformamide, le diméthylformamide ou le diméthylacétamide, protégent
les spermatozoides d’étalons des dommages induits par la cryoconservation et que cette

protection est d’autant plus remarquable chez les étalons dont la semence est fortement



dénaturée par la congélation en présence de glycérol. De méme, il semblerait que les propriétés
spermicides que 1’on retrouve avec le glycérol chez la jument soient moins marquées lors de

I’utilisation d’amides, ce qui est a I’origine d’une amélioration de la fécondité (Alvarenga et al.
2005).

D’apres 1’étude de Squires, les amides présenteraient une protection similaire a celle du
glycérol tout en causant moins de dommages cellulaires que le glycérol (Squires et al. 2004).
Ainsi, les amides représenteraient une bonne alternative a 1’utilisation du glycérol en tant
qu’agents cryoprotecteurs pénétrants lors de la congélation de la semence. Mais d’aprés Melo
et al., ¢’est I’association du glycérol a de faibles concentrations avec un amide qui donnerait les
meilleurs résultats. Le méthylformamide serait, d’apres son étude, I’amide le plus efficace sans

doute car il posséde le poids moléculaire le plus faible (Melo et al. 2007).

Les substances tampon :

Le métabolisme des spermatozoides engendre une acidification du milieu extracellulaire, ce
qui s’aveére toxique pour les spermatozoides eux-mémes. Des substances tampon sont donc
ajoutées dans les dilueurs afin de maintenir le pH le plus proche possible de la neutralité.

Le tri-hydroxy-méthyl-aminométhane ou Tris correspond au tampon le plus employé dans les
dilueurs, le plus souvent en association avec de 1’acide citrique. Il s’agit d’un compos¢ soluble

dans I’eau qui se comporte comme une base faible (Luvoni et al. 2003).

Le jaune d’ceuf et le lait possédent également un pouvoir tampon, mais qui reste limité.

L es substances nutritives :

Le jaune d’ceuf et/ou le lait contiennent une partie des substances nutritives employées dans
les dilueurs. Cependant, afin de fournir suffisamment d’énergie aux spermatozoides, des sucres

sont couramment rajoutés.

En plus d’étre des substrats énergétiques, les sucres jouent également un role de
cryoprotecteurs non pénétrants et contribuent a la protection des spermatozoides contre les
dommages induits par le stress osmotique et la formation de cristaux de glace dans les cellules.
Ils interagissent avec les phospholipides de la membrane plasmique et diminuent la température
de transition entre I’eau liquide et la glace ce qui permet une augmentation de la survie des
spermatozoides lors de la cryoconservation. Parmi les monosaccharides présents naturellement
dans le plasma séminal, le glucose et le fructose ont été les plus utilisés dans les dilueurs. Il faut
toutefois noter que le glucose et le fructose sont métabolisés par des voies differentes par les



spermatozoides fraichement éjaculés (Oldenhof et al. 2013 ; Barbas et Mascarenhas 2009 ;
Ponglowhapan et al. 2004).

Le glucose et le fructose exercent une forte influence sur la mobilité et les types de mouvement
des spermatozoides canins sachant que le fructose est capable de maintenir une meilleure
mobilité¢ que le glucose. La consommation du glucose par les spermatozoides canins s’aveére
plus importante que celle du fructose lorsque les deux sucres sont présents en quantité
équivalente dans un melange, indiquant une préférence pour le glucose de la part des

spermatozoides (Ponglowhapan et al. 2004).

Cependant, dans 1’étude de imenez, aucune différence n’est mise en évidence quant a la qualité
de la semence de chat aprés cryoconservation, que le dilueur contienne du glucose ou du
fructose (Jiménez et al. 2013).

Un effet cryoprotecteur plus important pour les monosaccharides plutét que pour les
disaccharides serait rapporté lorsqu’ils sont utilisés en combinaison avec le Tris. Le tréhalose,
un dissacharide, quant a lui, augmente la fluidité de la membrane avant la congélation, ce qui
procure aux spermatozoides une plus grande résistance contre les dommages entrainés par le
processus de congélation/décongélation.

Dans leur ¢tude, Yildiz et al. ont comparél’influence de différents sucres sur la mobilité, la
viabilité et I’intégrité acrosomiale des spermatozoides durant le processus de congélation. Les
sucres ajoutés au dilueur étaient soit des monosaccharides (fructose, glucose, galactose, xylose),
des disaccharides (lactose, tréhalose, maltose, sucrose) ou des trisaccharides (raffinose). Les
résultats obtenus montrent que la supplémentation du dilueur en sucres influence la qualité du
sperme apres la décongélation et que les parametres influencés dépendent du type de sucre
utilisé. En effet, les disaccharides semblent réduire la mortalité ainsi que le pourcentage de
dommages de I’acrosome alors que les monosaccharides améliorent la mobilité (Yildiz et al.
2000).

Pojprasath et son équipe ont comparé la qualité¢ du sperme d’étalon congelé avec un dilueur
contenant du glucose, du fructose ou du sorbitol. Le sorbitol est un alcool présentant une
structure similaire a celle du glycérol et ayant la capacité de stabiliser la membrane en condition
de stress oxydatif. De plus, le sorbitol agit comme source énergetique et peut étre converti en
fructose. Ils ont démontré qu’un dilueur contenant du sorbitol peut étre utilis¢ lors de
cryoconservation de sperme équin et que la qualité du sperme aprés décongélation semble

meilleure que lors de I'utilisation de glucose ou de fructose. En effet, les résultats concernant



la mobilité et la viabilité sont meilleurs dans les 10 minutes suivant décongélation puis ils

deviennent similaires apres 2 a 4 heures d’incubation (Pojprasath et al. 2011).

L es antibiotiques:

Des antibiotiques peuvent étre ajoutés au milieu de dilution afin de lutter contre la prolifération
bactérienne, le sperme n’étant pas stérile et le dilueur constituant un bon milieu de culture. En
général, la streptomycine et la pénicilline sont employées a la dose respectivement de 1000 Ul
et d’un mg par ml de dilueur. Ces antibiotiques sont bien tolérés par les spermatozoides, ce qui
n’est pas le cas de tous les antibiotiques, certains pouvant étre particulierement toxiques pour
le spermatozoide (Hanzen 2014).

Les additifs:

De nombreux additifs sont expérimentés dans le cadre de I’amélioration des protocoles
de conservation. Des produits comme des antioxydants, des détergents, des stimulants de la
mobilité, des substances capacitantes, ont été testés et donnent des résultats variables.

i. Lesodium-dodécyl sulfate (SDS)

Il s’agit d’un détergent anionique dont la propriété est de solubiliser les protéines. C’est le
principe actif présent dans ’Equex STM paste®, I’Equex pasta® et ’Orvus ES paste® qui ont
été introduits dans la composition des dilueurs de congélation. Le mécanisme d’action du SDS
n’est pas encore totalement élucidé. Il semblerait qu’il stabilise les membranes, protege

I’intégrité de 1’acrosome et prévienne les changements de type capacitation.

Dans I’étude de Pe a et Linde-Forsberg, I’effet de 1’ajout d’Equex STM Paste® a un dilueur
Tris a été évalué sur la survie des spermatozoides canins apres décongélation. Les résultats
obtenus montrent que I’ajout d’Equex STM Paste® possede un effet bénéfique sur la mobilité,
I’intégrité membranaire et acrosomiale ainsi que sur la longevité des spermatozoides apres
décongélation. Cet ajout serait également responsable d’une diminution des mouvements
d’hyperactivité, observés lors de la capacitation. La thermorésistance des spermatozoides
augmente de facon significative et I’effet protecteur de I’Equex semble plus prononcé lorsque
les spermatozoides sont exposés a I’Equex immédiatement avant la congélation plutot que
lorsqu’ils y sont exposés lors de la période d’équilibration. Enfin, une hypothése avancée par
les auteurs est que I’effet du SDS pourrait étre dii a une action dans le milieu extracellulaire
telle que la modification de la structure tertiaire des lipoprotéines du jaune d’ceuf (Pefa et
Linde-Forsberg 2000b).



Schéfer-Somi et son équipe ont comparé 1’effet de deux dilueurs, 1’'un avec Equex STM Paste®

et I’autre sans, sur la qualité de la semence canine aprés décongélation. Leur étude montre que
les dommages membranaires sont moins prononcés lorsque I’Equex STM Paste® est présent
dans le dilueur d’ou un effet bénéfique de la présence de SDS dans le dilueur de congélation
(Schafer-Somi et al. 2006).

Axnér et son équipe ont testé 1’ajout d’Equex STM Paste® dans le dilueur lors de la congélation

de spermatozoides félins. Les résultats montrent que 1’ajout d’Equex STM Paste® au dilueur
de congélation protege [D’intégrit¢ de 1’acrosome pendant le processus de
congélationdécongélation mais réduit la longévité des spermatozoides dans les 6 heures apres
la décongélation (Axnér et al. 2004). De méme, dans 1’étude de Luvoni, I’ajout d’Equex STM
Paste® permettait une meilleure protection de 1’intégrité de 1’acrosome mais la viabilité était
négativement affectée par la présence du SDS aprés une incubation a 38°C pendant 6 heures
(Luvoni 2006).

Bien que les différentes études ne s’accordent pas sur I’effet bénéfique du SDS, il est tout de
méme de plus en plus utilisé dans les dilueurs, a une concentration variant de 0,5 a 1%.

ii. Les antioxydants

La peroxydation des lipides membranaires semble étre un facteur majeur impliqué dans
la qualité de la semence. La sensibilité de la membrane vis-a-vis des dommages oxydatifs est
due a son contenu élevé en acides gras polyinsaturés et a une déficience en enzymes
protectrices. Ces acides gras donnent a la membrane la fluidité dont elle a besoin pour réaliser
la fusion lors de la fécondation. Ces molécules sont également vulnérables face aux especes
réactives de I’oxygene (ROS). Ces ROS, en petite quantité, améliorent la fonction spermatique
mais produites en grande quantité, elles deviennent préjudiciables pour la cellule. L’ajout d’un
antioxydant au dilueur de congélation pourrait réduire I’impact du stress oxydatif et ainsi

améliorer la qualité de la semence aprés decongelation.

Labbe a étudié les effets de certaines molécules antioxydantes sur la mobilité des
spermatozoides d’étalon et sur le taux de malondialdéhyde (MDA). Lors de la peroxydation des
lipides, le MDA est I'un des peroxydes majoritairement produits. Il peut étre évalué par la
mesure d’un complexe coloré¢ formé lors de la réaction avec 1’acide thiobarbiturique.
Différentes molécules antioxydantes ont été étudiées : I’ergothionéine, la taurine, la vitamine E
et I’acide xanthurénique. Seule I’ergothionéine a amélioré significativement la mobilité des

spermatozoides apres 6 heures de conservation a 37°C (Labbé et al. 2002).



Dans leur étude, Neagu et al. ont évalué¢ D'effet de 1’ajout d’un antioxydant, le
butylhydroxytoluene ou BHT & un dilueur lors de la congélation de semence canine. lls ont
obtenu comme résultat une augmentation significative de I’intégrit¢ membranaire post-
décongélation en présence de BHT. Cette étude montre donc un effet protecteur de la
supplémentation en antioxydant sur les membranes des spermatozoides canins (Neagu et al.
2010).

Luvoni a évalué I’effet de 1’ajout de taurine au dilueur utilisé pour la congélation de
spermatozoides félins épididymaires. La taurine, un antioxydant aux propriétés osmo-
régulatrices, est un acide aminé présent dans le tractus génital de nombreux mammiferes. Elle
est trouvée en concentration élevée dans le spermatozoide, le plasma séminal et le fluide
¢épididymaire des chats domestiques. L’ajout de taurine au milieu de congélation a permis une
amélioration de la mobilité quelle que soit la concentration ajoutée (25 ou 50 mmol).
Cependant, la taurine semblait avoir un effet pro-capacitant car, en sa présence, on obtient une
proportion élevée de spermatozoides (>90%) possédant les caractéristiques d’une réaction
acrosomiale a la coloration. Cet effet pro-capacitant de la taurine pourrait expliquer
I’augmentation observée de la mobilité par ’apparition de mouvements hyperactifs des
spermatozoides capacités mais entrainerait alors une diminution de la longévité des
spermatozoides (Luvoni 2006).

Ponthier rapporte que 1’incorporation au sperme de molécules antioxydantes a large spectre
comme la vitamine E ou la vitamine C a donné des résultats contradictoires. Chez le cheval,
I’ajout de vitamine E dans le sperme congelé n’a pas amélioré la mobilité apres décongélation
alors que chez le chien, la vitamine E a augmenté la viabilité des spermatozoides apres
décongélation. Un autre antioxydant, I’acide ascorbique ou vitamine C, n’a pas engendré de

résultats positifs sur le sperme frais de donneurs humains sains (Ponthier et al. 2014).

iii. Les stimulants de la mobilité

Les différentes caractéristigues du mouvement des spermatozoides peuvent étre
significativement stimulées par I’ajout de caféine, de pentoxifylline ou de 2’-deoxyadenosine.
Ces composées présentent un effet dose-dépendant sur la mobilité et produisent un état
hyperactif du spermatozoide sans diminution de la mobilité pendant une période d’incubation
de 6 heures a 37°C. Leur ajout permettrait une réduction d’environ 10% de la perte de mobilité

par rapport a la valeur avant congélation (Luvoni 2006).



2. Le nombre d’étapes

Dans la plupart des protocoles de cryoconservation, la semence est diluée en une seule étape
alors que d’autres protocoles mentionnent une dilution en deux étapes. En une seule étape, le
dilueur est ajouté une fois juste apres la récolte de semence ou avant la phase d’équilibration.
Dans le cas d’une dilution en plusieurs étapes, la moiti¢ du volume final en dilueur, sans
glycérol, est ajoutée avant 1’équilibration et la deuxiéme fraction de dilueur, contenant le
glycérol, est ajoutée juste avant la congélation de facon a ce que le glycérol en concentration
importante n’exerce pas d’effet néfaste sur les spermatozoides pendant la période
d’équilibration (Barbas et Mascarenhas 2009; Pefia et Linde-Forsberg 2000b).

Dans leur étude, Pefia et Linde-Forsberg ont comparé une dilution en une étape (avant
équilibration) et une dilution en deux étapes (avant équilibration et juste avant congélation).
Les résultats obtenus indiquent que la dilution en deux étapes s’aveére plus efficace en terme de
mobilité, d’intégrité membranaire et acrosomiale et de longévité des spermatozoides apres

décongélation, par rapport a une dilution en une seule étape (Pefia et Linde-Forsberg 2000b).

En revanche, Silva n’a pas mis en évidence de différence significative entre une dilution en
une ou deux étapes en ce qui concerne la mobilité, 1’intégrité de I’acrosome et de la membrane,

la longévité et la morphologie des spermatozoides apres décongélation (Silva et al. 2006).

Ainsi, le choix entre une dilution en une seule étape ou en deux étapes n’est pas évident et reste
sujet a discussion. Ceci peut dépendre du dilueur utilisé dont la composition varie énormément

d’une étude a I’autre, notamment la concentration en glycérol.

3. Le taux de dilution ou la concentration finale en spermatozoides
La dilution permet d’obtenir une concentration en spermatozoides optimale pour la
congélation. La concentration finale en spermatozoides dans 1’échantillon dépend du choix du

taux de dilution.

Chez le cheval, la concentration en spermatozoides dans la semence fraiche est habituellement
comprise entre 150 et 300 millions de spermatozoides par ml. Cette concentration dépend du
volume de plasma séminal émis par les glandes annexes. Ainsi, I’excitation sexuelle augmente
la secrétion des vésicules séminales, en augmentant le volume et en diminuant
proportionnellement la concentration. La concentration du sperme apres congelation dépend de
la dilution avec le milieu de congélation et donc des options de commercialisation choisies lors
de la production, mais aussi de la contrainte technique imposée par le milieu de congélation.



En effet, si les dilueurs utilisés contiennent de basses concentrations en agent cryoprotecteur, il
faudra minimiser le rapport entre le volume du milieu de congélation et le volume du culot
cellulaire afin que la concentration en agent cryoprotecteur ne soit pas trop basse dans la
dilution finale. Il est conseillé d’inséminer avec des doses finales contenant au moins 400

millions spermatozoides (Ponthier et al. 2014).

Pour le taureau, le calcul du taux de dilution est basé sur I’obtention de doses
d’insémination renfermant une concentration en spermatozoides zootechniquement
acceptable soit 10 a 12 millions de spermatozoides par paillette. Estimant a 40% les
pertes imputables aux processus de congélationdécongélation, il faut donc obtenir au
terme de la dilution une concentration moyenne de 20 millions de spermatozoides par
paillette de 0,25 ml. Cette valeur peut étre revue a la baisse ou a la hausse en fonction de

la qualité du sperme récolté (Hanzen 2014).

Dans I’espéce canine, Pe a et Linde-Forsberg ont réalisé une étude dans laquelle elles ont
comparé |’effet de quatre concentrations en spermatozoides sur la mobilité, ’intégrité
membranaire et acrosomiale aprés décongélation : 50, 100, 200 et 400 millions de
spermatozoides par millilitre. Elles ont conclu que, pour les paramétres étudiés, la concentration
de 200 millions de spermatozoides par millilitre est optimale (Pefia et Linde-Forseberg 2000a).

En revanche, Veyer a obtenu de meilleurs résultats pour une concentration de 100 millions de
spermatozoides par millilitre par rapport a une concentration de 50 ou 200 millions de
spermatozoides par millilitre (Veyer 2002).

Enfin, dans leur étude, Okano et al. n’ont pas mis en évidence d’influence de la
concentration en spermatozoides sur la mobilité et la morphologie des spermatozoides
aprés décongélation (Okano et al. 2004).

Ainsi, dans I’espéce canine, la concentration idéale en spermatozoides avant congélation

semble donc étre comprise entre 100 et 200 millions de spermatozoides par millilitre.



Table 6: Exemples de dilueurs du commerce (d'aprées: IMV technologies, Mopa Global, Minitube)

Dilueur

Composition

Laiciphos (IMV technologies)

Base de lait écrémé en poudre, antibiotiques,
adjonction extemporanée de 10% de jaune
d’ceuf

Biociphos (IMV technologies)

Glyceérol, antibiotiques, aucun produit
d’origine animale

INRA 96 (IMV technologies)

Fraction purifiée des caséines de lait, sels,
sucres, antibiotiques (pénicilline,
gentamicine), antifongique (amphotéricine B)

Triladyl (Minitube)

Tris, acide citrique, sucre, glycérol, solution
tampon, eau pure, antibiotiques (lincomycine,
spectinomycine,  gentamicine,  tylosine),
adjonction extemporanée de jaune d’ceuf

AndroMed (Minitube)

Tris, phospholipides, acide citrique, sucre,
antioxydant, solution tampon, glycérol, eau,
antibiotiques (lincomycine, spectinomycine,
gentamicine, tylosine), aucun produit
d’origine animale

GentExtender (Minitube)

Glycérol, jaune d’ceuf, antibiotiques

BoviPro Cryoguard (MOPA Global)

Tris, jaune d’ceuf

CaniPro ApX2 Freeze (MOPA Global)

Glycerol, antioxydant

D. L’équilibration

1. Définition

L’étape d’équilibration correspond a une réfrigération préalable de la semence a +4°C avant la

congélation proprement dite. Elle fait suite a I’étape de centrifugation et est réalisée directement

apreés I’ajout du glycérol. Certains auteurs rapportent que cette étape permettrait aux

cryoprotecteurs, notamment le glycérol, de pénétrer dans la cellule. Cependant, lors d’une

dilution en deux étapes, il est rapporté que le glycérol est ajouté apres 1’étape d’équilibration ce

qui pose la question de I’intérét d’une telle étape.

Okano et al. (2004) et Silva et al. (2006) n’ont pas montré de différence entre 1’ajout du glycérol
une & plusieurs heures avant ou juste avant la congelation. Okano suggerent que 1’étape
d’équilibration permettrait des remaniements membranaires ainsi que le passage membranaire

d’ions, a ’origine d’une meilleure résistance a la congélation (Silva et al. 2006; Okano et al.

2004).




2. Durée de lI'équilibration

Le temps nécessaire de maintien de la semence a 4°C avant la congélation, c’est-a-dire la durée
de I’étape d’équilibration, est sujette a discussion. Cette durée influencerait la qualité¢ de la
semence et sa fertilité apreés décongélation. Le temps d’équilibration couramment utilisé varie

entre 1 et 3 heures (Gérard et al. 2008).

Luvoni rapporte un temps d’équilibration de seulement 20 minutes a +5°C. (Luvoni et al.
2003). Dans I’étude d’Okano et al., différents temps d’équilibration allant de 0 a 26 heures ont
été testés et les meilleurs résultats aprés décongélation ont été obtenus pour un temps
d’équilibration de 2 a 3 heures. Ils suggérent cependant que ce temps d’équilibration peut étre
raccourci a 1 heure voire ne pas exister si il est précédé d’un temps de refroidissement de la
semence dans un milieu ne contenant pas de glycérol d’au moins 3 heures a +4°C. Un deuxiéme
dilueur contenant le glycérol est ensuite ajouté au terme de ces trois heures. Ainsi, le plus
important serait d’ajouter le glycérol a +4°C et la période de refroidissement constituerait une
étape essentielle pour que la température de la semence diminue suffisamment avant la
congélation proprement dite (Okano et al. 2004).

3. Intérét de l'étape d’équilibration

Au vu des précédents résultats évoqués, il est normal de se poser la question de I’intérét de

I’étape d’équilibration dans le processus de cryoconservation de la semence.

Silva et son équipe ont comparé I’influence de la température lors de 1’ajout du glycérol. Les
résultats montrent qu’il n’existe aucune différence en ce qui concerne la mobilité, la
morphologie, I’intégrité de 1’acrosome, la fonctionnalité membranaire ou encore la viabilité des
spermatozoides, que le glycérol soit ajouté a température ambiante a 27°C ou a 4°C. Ainsi une
étape de réfrigération préalable a la congélation, ¢’est-a-dire d’équilibration a 4°C, ne serait pas

nécessaire (Silva et al. 2006).

Ponthier et al. (2014) rapportent que 1’¢tape de refroidissement et d’équilibration a 4°C a été
étudiée chez le cheval et que les résultats sont en désaccord avec 1’étude précédente. En effet,
il a été montré qu’aprés une centrifugation a 25°C, le refroidissement a 4°C pendant 12 heures
avant la congélation pouvait étre bénéfique pour la mobilité aprés décongélation. Une phase
plus longue d’équilibration de la température a 4°C semble donc permettre une meilleure survie

des spermatozoides a la congélation (Ponthier et al. 2014).



Kim et son équipe ont testé une méthode de congélation de la semence canine sans étape
d’équilibration. Leur étude a montré que les meilleurs résultats sont obtenus lorsque le glycérol
est utilisé a la concentration de 5% et que les échantillons sont d’abord suspendus au-dessus
des vapeurs d’azote liquide pendant 2 minutes maximum, avant d’y étre plongés enti¢rement.
En effet, une immersion directe des échantillons dans I’azote liquide n’a pas permis d’obtenir
de spermatozoides viables aprés décongélation. Ainsi, un refroidissement préalable des
spermatozoides avant la congélation proprement dite, serait bénéfique pour les caractéristiques

de la semence (Kim et al. 2012).

Olaciregui a également étudié 1’intérét d’une étape d’équilibration, mais cette fois sur de la
semence équine issue de I’épididyme. Il a comparé I’effet d’une exposition immédiate aux
conditions de congélation aprés conditionnement et une exposition aux conditions de
congélation précédée d’une étape de stabilisation a 4°C pendant 2 heures. Les résultats de cette
¢tude montrent que la qualité de la semence est améliorée lorsqu’une étape de stabilisation pré-
congélation est réalisée, d’ou encore une fois, I’intérét d’une étape d’équilibration (Olaciregui
et al. 2014)

E. La réfrigéeration de la semence

1. Définition

Dans I’espéce équine et chez les carnivores domestiques, apres la récolte, la semence peut étre
soit utilisée en tant que semence fraiche de facon extemporanée, soit réfrigérée, soit congelée
pour un usage ultérieur. La réfrigération de la semence peut donc constituer soit un processus
a part entiére soit une des étapes du processus de cryoconservation qui correspond au
refroidissement de la semence avant la congélation proprement dite, c’est-a-dire a 1’étape
d’équilibration. Dans ce paragraphe, la réfrigération sera considérée comme un processus a part

entiere.

La réfrigération permet de conserver le pouvoir fécondant du sperme pendant plusieurs jours a
4 °C. Seule est conservée pour réfrigération la fraction €pididymaire de 1’¢jaculat dans le cas

du chien, additionnée d’un dilueur spécifique (Dumon 2007; Loomis 2006 ; Luvoni 2003).



a. Les indications de la réfrigération

Il existe différentes indications pour la réfrigération de la semence : dans le cas d’une
insémination a distance lorsque les animaux sont éloignés géographiquement, lorsque la
semence est de qualité médiocre ou encore lorsqu’il faut différer une insémination initialement

prévue avec de la semence fraiche.

> Insémination & distance :
En régle générale, ce sont les femelles qui doivent rejoindre le male, ce qui implique parfois

des déplacements longs et colteux. Pour éviter ceci, la semence est prélevée par le vétérinaire
du male puis expédiée par envoi accéléré au vétérinaire de la femelle, qui aura déterminé le
moment optimum de I’insémination et alerté son confrére. C’est I’indication la plus classique,

quelle que soit I’espéce concernée.

> Semence de qualité médiocre :
Dans certains éjaculats, les spermatozoides se retrouvent en concentration faible et leur

mobilité peut s’avérer médiocre. En dehors d’une affection testiculaire ou prostatique, cela peut
étre le cas pour des males agés, intéressants néanmoins pour leur potentiel génétique. 1l est alors
possible de prélever, dans la méme journée ou sur deux jours, deux ou trois éjaculats. On
améliore ainsi la qualité initiale de la semence en mélangeant ces fractions, la ou les deux
premiéres fractions ayant été conservées par réfrigération. Toutefois, le sperme ainsi enrichi
devra étre utilisé sur place et au plus tard apres le dernier prélévement car il ne supporterait pas
la conservation habituelle de la semence réfrigérée et a fortiori un transport éventuel.

» Différer une insémination :

Parfois, aprés 1’échec d’une saillie naturelle programmée, il est fréquent que les éleveurs
consulte pour demander une insémination avec de la semence fraiche. Le plus souvent, le choix
de la date n’a pas ¢té déterminé par un suivi de chaleurs correct. Si le praticien se rend compte
que la femelle n’a pas encore ovulé et si le male n’est pas disponible dans les jours suivants, la
réfrigération du sperme permettra de conserver celui-ci pendant quatre ou cing jours au
réfrigérateur sans altération de son pouvoir fécondant initial (Dumon 2007).



b. La méthode de réfrigération

IIs existent des dilueurs adaptés a la réfrigération de la semence, fournis aux praticiens par les
banques de semence. Dans 1’espeéce canine, ils sont le plus souvent composés de Tris
(hydroxyméthyl aminoéthane), d’acide citrique, de fructose auxquels sont ajoutés des
antibiotiques. Dans 1’espéce équine, les dilueurs de réfrigération sont, en régle générale, a base
de lait, comme par exemple le milieu INRA96. Avant utilisation, il convient d’ajouter au dilueur

du jaune d’ceuf frais dans la proportion de 20 % de jaune d’ceuf pour 80 % de dilueur.

Aprés avoir contrblé la qualité de la semence par un spermogramme, la dilution doit étre
immédiate. Elle est réalisée a température ambiante, en ajoutant le dilueur goutte a goutte et en
remuant légérement le tube contenant la semence. Le mélange obtenu est réparti dans des tubes
a hémolyse, fermés par un bouchon en matiére plastique, immédiatement mis au réfrigérateur
a 4 °C pendant une heure (Dumon 2007, Batellier 2001).

2. Utilisation de la semence réfrigérée

Lors d’une insémination a distance, le vétérinaire de la femelle effectue le suivi des chaleurs
et informe le vétérinaire du male du moment de 1’ovulation. La femelle est fécondable deux
jours plus tard et pendant deux jours. Le vétérinaire du male préleve le sperme, effectue sa
dilution et sa réfrigération ; une heure trente plus tard, il peut expédier la semence réfrigérée
dans un emballage spécial (Figure 33) permettant de maintenir la température de réfrigération.

Figure 33: Exemple de boite de transport pour semence réfrigérée (Minitube®)
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A la réception du prélévement, le vétérinaire de la femelle le laisse pendant une dizaine de
minutes a température ambiante si la femelle est sur place ou le met au réfrigérateur si son usage
doit étre différé. Il contrdle la qualité du sperme avant I’emploi et la compare a celle fournie
par le spermogramme initial. Une altération de 5 a 10 % de la motilité et de la concentration
des spermatozoides est le maximum acceptable pour que I’insémination puisse étre réalisée par
voie vaginale. Si le sperme a mal supporté le transport, on préférera intervenir par voie intra-
utérine généralement préconisée pour le sperme congelé.

Si le méale donne un éjaculat de mauvaise qualité avec une concentration et une motilité des
spermatozoides incompatibles avec une insémination en semence fraiche, il est possible de
réaliser trois prélévements dans la journée, de n’en conserver que les fractions épididymaires,
de diluer chacune d’elles dans un volume de dilueur correspondant au tiers du volume total a
utiliser et de conserver chaque prélévement & 4 °C. En fin de journée, les trois prélevements
sont laissés 30 minutes a la température ambiante, puis mélangés. Comme dans le cas précédent,

I’insémination sera réalisée par la voie intra-utérine (Dumon 2007).

3. Avantages et inconvénients de la semence réfrigérée par rapport a
la semence congelée

Lorsque la femelle est inséminée au bon moment, moins de deux jours aprés la réfrigération
d’une semence de bonne qualité, les résultats de I’TA par la voie vaginale sont identiques a ceux
obtenus a la suite d’insémination de semence fraiche : on observe de 90 a 95 % de gestation et
la prolificité reste conforme a la moyenne de la race. En revanche, si la semence n’est pas
initialement de bonne qualité ou si elle a mal supporté les manipulations ou le transport, il faut
avoir recours a I’IA intra-utérine pour augmenter les chances de gestation et s’attendre a une

prolificité plus ou moins minorée selon les caractéristiques du sperme inséminé.

L’utilisation de la semence réfrigérée, surtout dans son indication la plus classique, I'IA a
distance, suppose une parfaite maitrise de la technique par les deux vétérinaires intervenants,
leur disponibilité et celle des deux éleveurs. En revanche, les services rendus aux éleveurs sont
considérables car le protocole est moins lourd et moins onéreux que pour I’'IA avec de la

semence congelée, et les résultats obtenus sont supérieurs (Dumom 2007).

Lorsque I’on compare ’utilisation de semence congelée par rapport a de la semence réfrigeérée,

on note des avantages mais également des inconvénients pour chacune des methodes.



En effet, lors d’utilisation de semences congelées, les males n’ont pas besoin d’étre disponibles
pour des collectes « a la demande », ce qui permet leur implication dans des événements sportifs
au cours de la saison de reproduction pour 1’espéce équine par exemple. De plus, le fait que le
male soit malade, bless¢ ou décédé n’empéche pas I’insémination de la femelle avec la semence
congelée, ce qui serait impossible avec de la semence réfrigérée, conservée moins longtemps.
La semence congelée permet une distribution internationale et il est plus facile de prévoir
I’expédition car elle peut étre expédiée a I’avance et conservée jusqu’au moment optimal de
I’insémination. Lors d’une cryoconservation de la semence, la totalité¢ de 1’¢jaculat prélevé est
traité puis stocké ce qui permet I’obtention de plusieurs doses inséminantes. En revanche, dans
le cas de semence réfrigérée, le male est collecté pour I’insémination de la femelle et toute la
semence est utilisée en une ou deux fois, ce qui représente un certain gaspillage (plus de doses
inséminantes sont disponibles avec de la semence congelée). Enfin, le traitement centralisé de
semences congelées par les laboratoires spécialisés entraine moins de variabilité au niveau de
la qualité de la semence par rapport a de la semence réfrigérée.

Cependant, le sperme congelé est a I’origine d’une fécondité plus faible que lors de 1’utilisation
de sperme réfrigéré et il demande également une expertise technique plus importante. De plus,
les frais de transport d'un conteneur d'expédition de semence congelée sont plus élevés que pour
un conteneur de semence réfrigérée. Enfin, I'utilisation de semence congelée entraine des cofits
de gestion de la femelle plus élevés (nécessité d’examens plus fréquents par exemple) car le
sperme congelé posséde une longévité moins importante que le sperme réfrigérée une fois dans
le tractus génital de la femelle, c’est pourquoi une synchronisation étroite entre I’insémination

et le moment de 1’ovulation est nécessaire pour optimiser 1’utilisation des doses (Loomis 2006).

F. Le conditionnement
1. Le support utilisé

Quelle que soit I’espéce, la semence est conditionnée juste avant d’étre congelée. Le but du
conditionnement est de fractionner la semence de fagon a ce qu’elle soit facilement identifiable,
stockable et utilisable. Deux principaux conditionnements sont disponibles pour congeler la
semence et se retrouvent dans les différentes espéces étudiées: les pastilles et les paillettes. Un
troisieme type de conditionnement est parfois rapporté, ce sont les ampoules qui sont a I’origine

prévues pour une congélation lente mais peu souvent utilisée.



Le conditionnement en pastilles ou « pellets » consiste a déposer 0,1 millilitre de semence
diluée dans une alvéole creusée dans un pain de glace carbonique a —79°C. Aprés 10 minutes
de contact, les pastilles sont retirées de la glace et stockées dans des tubes en plastique identifiés
et immergés dans de 1’azote liquide a —196°C. Cette technique, quoique simple a réaliser,
présente quelques inconvénients qui sont une identification imparfaite, 1’obligation de réaliser
la décongélation a I’intérieur de vapeurs d’azote, des manipulations supplémentaires et un

risque accru de contamination.

La méthode la plus utilisée actuellement en France, dans de nombreuses banques de semence,

est la congélation sous forme de paillettes ou « straws ». Les paillettes sont de fins tubes en
chlorure de polyvinyle, obstrués a une de leurs extrémités par une piece de coton. L’autre bout
est libre et servira au remplissage de la paillette dont la contenance peut étre de 0,25 millilitre,
0,5 millilitre ou 2,5 millilitres. Chez 1’étalon, on trouve des « maxi-paillettes » de 4 a 5
millilitres. Les paillettes sont identifiées a 1’aide du nom du male prélevé, de son numéro
d’identification, du code de la race, de la date de récolte et de I’identification du centre
d’insémination (Figure 34) (Loomis 2006; Hanzen 2014; Dumon 2007).

Figure 34: ldentification des paillettes (Clichés CERREC)

Une fois remplies, une légere agitation des paillettes permettra de ménager une place pour
I’obturation et la bulle d’air nécessaire pour permettre la dilution du sperme lors de la
congglation. Le bouchage peut s’effectuer manuellement ou €tre automatis¢€, comme c’est plus
fréquemment le cas actuellement. Il est réalisé au moyen de poudre d’alcool polyvinylique qui,
une fois humide, se transforme en gel ou par sertissage (Loomis 2006; Hanzen 2014; Dumon
2007).
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2. Le volume de semence dans I’échantillon

Certains auteurs se sont intéressés a 1’influence de la contenance des paillettes sur la

qualité de la semence apres decongélation.

Dans son étude, Veyer a comparé 1’effet d’'un conditionnement en paillettes de différentes
tailles sur la qualité de la semence de chien apres un processus de congélation. Les deux tailles
de paillettes testées étaient 0,25 et 0,5 millilitre. Veyer n’a pas mis en évidence de différence
significative entre [’utilisation de paillettes de 0,25 ou 0,5 millilitre sur la mobilité, la

morphologie, la vitalité ou 1’état de I’acrosome des spermatozoides apres décongélation (Veyer
2002).

Nothling et son équipe ont obtenus des résultats différents. Alors qu’aucune différence n’est
observée au niveau de la mobilité des spermatozoides dans les 5 minutes apres la décongélation,
il a été montré qu’aprés 60 minutes post-décongélation, le conditionnement en paillettes de 0,5
millilitre améliore le pourcentage de spermatozoides mobiles et réduit le nombre de

spermatozoides dont 1’acrosome est endommagé comparé a ’'utilisation de paillettes de 0,25

millilitre (N6thling et al. 2005).

3. La concentration en spermatozoides dans I'échantillon

Il semble que la concentration des paillettes en spermatozoides ait également une influence
sur la qualité de la semence.

Okano et son équipe ont étudié 1’effet de différentes concentrations en spermatozoides dans des
paillettes de 0,5 millilitre sur la mobilité, la proportion d’acrosome intact et le nombre
d’anomalies morphologiques des spermatozoides apres décongélation. Aucun impact n’a été
mis en évidence sur ces différents parametres lorsque les concentrations en spermatozoides
étaient comprises entre 25 et 250 millions par millilitre. En revanche, si la concentration est
trop élevée, cela peut avoir un effet néfaste sur les caractéristiques de la semence apres

décongélation (Okano et al. 2004).

Pefia et Linde-Forsberg ont comparé quatre concentrations de spermatozoides : 50, 100, 200 et
400 millions de spermatozoides par millilitre. Leurs résultats ont montré que durant la période
d’incubation suivant la décongélation, la concentration la plus faible entraine une diminution
de mobilité plus importante que pour les autres concentrations. Cependant, apres trois heures
d’incubation, le pourcentage d’acrosome intact est plus important pour la concentration la plus
faible. En croisant les différents résultats obtenus, Pefia et al. ont conclu que les caractéristiques
de la semence aprés décongélation sont les meilleures pour une concentration en
spermatozoides de 200 millions de spermatozoides par millilitre (Pena et Linde-Forsberg,
2000a).



G. La congélation
La congélation sensu stricto correspond a la mise des paillettes dans les vapeurs d’azote
pendant quelques minutes puis a la plongée de celles-ci dans 1’azote liquide a -196°C (Figure
35). Les paillettes et les pastilles autorisent des vitesses de congélation plus rapides que les
ampoules dont le rapport surface sur volume est plus faible. La congélation est possible quelle
que soit la méthode de récolte de la semence et elle est réalisée de la méme facon chez toutes

les especes.

Figure 35: Paillettes dans les vapeurs d'azote liquide (Cliché CERREC, photo de
gauche. Cliché UCEAR, Centre de collecte de semences bovines, photo de droite)

La congélation correspond a I’étape critique du processus de cryoconservation car elle est a
I’origine de la majorit¢é des altérations observées au niveau des spermatozoides.
Biologiquement, la phase critique est comprise entre -10°C et -50°C. En effet, c’est entre ces
températures que se produisent les phénomeénes de cristallisation extra- puis intracellulaire et
les mouvements d’ions qui en résultent. En dessous de -50°C, la vitesse de congélation aurait
moins d’impact sur la semence. De nombreuses études ont €té realisées afin de déterminer la
méthode permettant de diminuer au maximum les effets néfastes de la congélation sur les
spermatozoides. Le parametre le plus étudié est la vitesse de congélation ¢’est-a-dire la hauteur

et la durée au-dessus des vapeurs d’azote (Hanzen 2014).
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1. Influence de la vitesse de refroidissement

Le choix d’une vitesse de congélation optimale est essentiel dans le maintien de 1’intégrité
cellulaire car celle-ci détermine la fagon dont le spermatozoide parviendra a rester en équilibre
avec le milieu extracellulaire ainsi que la formation ou non de glace intracellulaire.

Si les spermatozoides sont refroidis trop rapidement, 1’eau intracellulaire va geler, causant ainsi
la formation de glace intracellulaire délétere pour la membrane plasmique et les organites
cellulaires. Cependant, si le spermatozoide est refroidi trop lentement, la déshydratation
cellulaire est excessive et le volume de la cellule se réduit trop, ce qui cause des dégats
irréversibles au niveau de la membrane plasmique et d’autres composants cellulaires, diminuant

ainsi la capacité de fécondation du spermatozoide.

Ainsi, la vitesse de congélation idéale doit étre assez lente pour permettre une déshydratation
suffisante de la cellule prévenant ainsi la formation de cristaux de glace intracellulaires, mais
suffisamment rapide pour éviter I’exposition prolongée des spermatozoides aux solutés
hypertoniques du milieu extracellulaire ou encore une déshydratation trop importante de la
cellule conduisant a une réduction majeure du volume cellulaire (Vasconcelos Franco et al.
2014; Barbas et al. 2009).

D’apres Kim, la phase de refroidissement des paillettes au dessus des vapeurs d’azote avant
immersion compléte est indispensable. En effet, dans son étude, il a testé deux méthodes de
congélation : une immersion directe dans I’azote liquide ou des temps allant de une, deux, trois
a dix minutes au dessus des vapeurs d’azote avant immersion complete. L immersion directe
dans l’azote liquide n’a pas permis 1’obtention de spermatozoides mobiles. La phase de
refroidissement dans les vapeurs d’azote avant immersion permettait une amélioration de la
mobilité, de la viabilité et de 1’intégrité membranaire. Au-deld de 2 minutes, on notait une
augmentation du pourcentage d’intégrité de I’acrosome et de la membrane mais également une
augmentation du taux d’anomalies morphologiques. Ainsi, une phase de refroidissement des
paillettes au dessus des vapeurs d’azote liquide d’une durée de 2 minutes semble la plus

appropriée (Kim et al. 2012).

De facon a limiter les effets du choc thermique et de la cristallisation intracellulaire, la maitrise
de la vitesse de refroidissement de la semence est essentielle et dépend de la technique utilisée.
Les différentes €tudes réalisées sur le sujet montrent qu’une vitesse de refroidissement
relativement lente donne de meilleurs résultats qu’une vitesse plus rapide (Pefia et Linde-
Forsberg 2000b; N6thling et Shuttleworth 2005).



En effet, d’aprés Luvoni, un refroidissement rapide de -14°C/min de 25°C a 0°C serait plus
préjudiciable pour la morphologie et I’intégrité des spermatozoides qu’un refroidissement lent
a 0,5°C/min. Il rapporte ¢également qu’une vitesse de congélation appropriée aux
spermatozoides de chat serait de -10°C/min de +5°C a -80°C avant immersion dans 1’azote
liquide. Mais il a été récemment démontré qu’une Vvitesse plus lente de -3,85°C/min de +5°Cc
a -40°C avant immersion donnait de meilleurs résultats avec une mobilité plus importante et

moins d’anomalies morphologiques (Luvoni 2006).

De méme, Rota et son équipe ont comparé une congélation rapide et une congélation lente. La
congélation rapide consiste a placer les paillettes 4 cm au-dessus de la surface de 1’azote liquide
pendant dix minutes avant de les plonger dans 1’azote liquide. La méthode lente consiste a

utiliser un

« congélateur programmable » dans lequel la vitesse de congélation varie : elle est de -0.5
°C/min entre 5°C et -10°C puis de -8°C/min entre -10°C et -60°C. Les paillettes sont ensuite
plongées dans I’azote liquide. D’aprés les résultats obtenus, la congélation lente augmente
significativement la mobilité des spermatozoides aprés décongélation ainsi que le pourcentage
de spermatozoides ayant une membrane intégre (Rota et al. 2005).

Dans une étude plus récente, VVasconcelos Franco et son équipe ont comparé trois vitesses de
congélation différentes pour la cryoconservation de spermatozoides équins, notamment entre
5°C et -15°C : lente a 5°C par minute, modérée a 10°C par minute et rapide a 20°C par minute.
Quel que soit le dilueur utilisé, le pourcentage de spermatozoides viables le plus élevé a été
retrouvé pour une vitesse de congélation lente (5°C/min). Ainsi, les spermatozoides semblent
plus résistants aux dommages crées par la congélation lorsqu’une vitesse lente est utilisee

(Vasconcelos Franco et al. 2014).

Dans ’espéce équine, Neuhauser a comparé deux méthodes de congeélation rapide et lente en
utilisant soit un congélateur programmable, soit un container Styrofoam® rempli d’azote
liquide, sur de la semence équine issue de 1’épididyme. Lorsque la semence était refroidie dans
le congélateur programmable, entre 20°C et 4°C la vitesse était soit de -0.1°C/min (vitesse
lente) soit de -1°C/min (vitesse rapide). Ensuite, la vitesse était de -60°C/min jusqu’a -140°C.
Si le container Styrofoam® était utilisé, la semence était placée a 5 cm au-dessus de 1’azote
liqguide pendant 20 minutes soit immédiatement aprés le conditionnement a température
ambiante (vitesse rapide) soit aprés équilibration a 4°C pendant 150 minutes (vitesse lente).
L’utilisation du container Styrofoam® avec une vitesse de congélation rapide a été a I’origine
du plus faible pourcentage de spermatozoides viables observé. Ainsi, d’apres les résultats, la

congélation dans les vapeurs d’azote pourrait €tre une alternative au congélateur programmable



seulement si elle est associée a une période prolongée de refroidissement (Neuhauser et al.
2014).

Apres I’étape d’équilibration qui permet un refroidissement préalable de la semence a la
température de 4°C, les paillettes peuvent étre refroidies dans un congélateur programmable
qui permet d’atteindre -140°C, avec une pente variant, selon le milieu de congélation utilisé,
entre -20°C et -60°C par minute. Les paillettes sont ensuite immergées dans 1’azote liquide a -
196°C.

Dans 1’étude de Schéifer-Somi, un congélateur programmable (congélation en 3 étapes) était
comparé avec un container Styrofoam® (congélation en 4 étapes) par rapport a la qualité de la
semence canine apres décongélation. Les résultats ont prouvé que la congélation a I’aide du
congélateur programmable est a 1’origine de meilleurs résultats en ce qui concerne la viabilité

et la mobilité par rapport au container Styrofoam® (Schafer-Somi et al. 2006).

De facon a améliorer les techniques de congélation, diverses modifications des vitesses de
descente en température et des paliers de descente ont été testées. L’osmolarité et la
concentration en agent cryoprotecteur du dilueur ainsi que les températures de formation de
glace intracellulaire sont prises en compte. D’apres 1’étude de Ponthier, la vitesse optimale sans
agent cryoprotecteur semble étre de -30°C/min, alors qu’en présence de cryoprotecteur, elle
serait de -60°C/min chez le cheval et le chien ce qui peut paraitre contradictoire étant donné le
role de protection joué par le cryoprotecteur lors du refroidissement et qui devrait donc
permettre [’utilisation de vitesse de refroidissement plus importante. Des mod¢eles
mathématiques incluant les données physicochimiques du spermatozoide et de son milieu sont
actuellement mis en place pour tenter de définir des courbes de descente en température
spécifiques a chaque type de sperme (Ponthier et al. 2014).

Dans I’¢tude de Sieme, on retrouve les mémes valeurs en ce qui concerne la vitesse de
congélation. En effet, apres ajout du dilueur de congélation contenant 1’agent cryoprotecteur, il
rapporte une vitesse de congélation optimale de -40 a -60°C par minute. Cette vitesse
constituerait un compromis entre une vitesse rapide a ’origine de la formation de glace
intracellulaire et une vitesse plus lente associée a une déshydratation importante de la cellule.
Pour obtenir une telle vitesse de refroidissement, il faut placer les paillettes a une distance
définie entre 2,5 et 5 cm audessus de 1’azote liquide pendant 20 minutes puis les plonger

totalement dans 1’azote liquide (Sieme et al. 2015).

Ainsi certaines études obtiennent une meilleure qualité de la semence lors de 1’utilisation de
vitesses de congélation plus rapide que celles couramment utilisées. C’est le cas de I’étude de

Barbas qui rejoint les résultats des deux études citées précédemment et dans laquelle la



congélation a des vitesses rapides variant de -15°C a -60°C/min a permis 1’obtention d’une
survie satisfaisante des spermatozoides aprés congélation/décongélation (Barbas et
Marscarenhas 2009).

La vitesse de congélation dépend également du dilueur utilisé. En effet, lors de I’utilisation
d’amides en tant qu’agents cryoprotecteurs remplagant le glycérol, un refroidissement rapide
serait préférable étant donné la différence de perméabilité et de poids moléculaire entre le
glycérol (poids moléculaire de 92) et les amides (méthylformamide : 59 et diméthylformamide
: 73).

Alvarenga a testé quatre protocoles de congélation : deux protocoles sans réfrigération
préalable et deux avec réfrigération préalable. Ensuite une vitesse rapide de -70°C/min ou
modeérée de -20°C/min a été testée. Il a été observé une meilleure mobilité ainsi qu’un
pourcentage de membrane intacte plus important lorsqu’il y avait une étape de réfrigération
préalable. Ensuite, les résultats montrent que les spermatozoides d’étalons devraient étre
congelés a une vitesse de -70°C/min dans un dilueur contenant des amides (Alvarenga et al.
2005).

Les différents résultats obtenus dans les différentes études citées prouvent que de plus amples
études sont nécessaires a la mise au point d’une vitesse de refroidissement optimum pour la
congélation du sperme. On considérera dans 1’état actuel des recherche, que si un congélateur
programmable n’est pas utilisé, il est alors suffisant de suspendre les paillette a 4 ou 5 cm au-

dessus de I’azote liquide, puis de les immerger une fois la température de -50°C atteinte.

2. Influence de la position des paillettes

Lors de la congélation, les paillettes peuvent étre placées soit verticalement soit
horizontalement dans les vapeurs d’azote liquide (Figure 36). Certains auteurs suggerent qu’il
serait préférable de placer les paillettes horizontalement sans toutefois obtenir de différence
significative entre les deux positions possibles (Pefia et Linde-Forseberg 2000b).

En ce qui concerne la hauteur des paillettes au-dessus de la surface de I’azote liquide, N6thling
et Shuttleworth ont comparé une hauteur de 3,5 cm et une hauteur de 8 cm au dessus de 1’azote
liquide. Ces deux hauteurs n’entrainent pas de différence en ce qui concerne la mobilité et les
anomalies de 1’acrosome. Cependant, il semblerait que la hauteur interagisse avec la
température de décongélation et la hauteur de 8 cm au-dessus de ’azote liquide couplée a une
température de décongélation de 70 °C au bain-marie pendant 5 secondes donne les meilleurs
résultats (N6thling et Shuttleworth 2005).



Figure 36: Positionnement vertical des paillettes (Cliché CERREC)

Lors d’un conditionnement en pastilles (ou pellets), la technique de congélation implique de
déposer a 1’aider d’une pipette les gouttes de semence dans des indentations de 3 millimétres
de diametres découpées dans un bloc de neige carbonique. Aprés un intervalle de temps de 3
minutes, le bloc est retourné, plongeant ainsi les boulettes dans I’azote liquide (Luvoni et al.
2003).

3. La vitrification

La vitrification est une technique de cryopréservation utilisant des descentes en température
plus rapides. Elle consiste en une brusque mise en contact du sperme avec 1’azote liquide sans
refroidissement préalable. Elle évite la formation de cristaux de glace qui peuvent étre
dangereux pour la cellule et ses organites. La vitrification ne requiert pas de matériel de
congélation onéreux et ne prend que quelques secondes. Une vitrification classique nécessite
une forte proportion de cryoprotecteurs pénétrants dans le milieu pouvant étre a 1’origine
d’altérations chimiques et de chocs osmotiques néfastes voire 1étales pour les spermatozoides.
En utilisant la technique de vitrification utilisée en humaine, les résultats obtenus concernant le
taux de survie des spermatozoides chez les especes domestiques sont trés faibles voire nuls.
L’échec de la vitrification des spermatozoides peut étre expliqué par leur grande sensibilité aux
fortes concentrations en cryoprotecteurs ainsi que par leur faible tolérance aux variations
osmotiques.
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Bien que cette technique soit tres rapide, les résultats incertains quant a la qualité
du sperme obtenue en font une technique encore peu employée de nos jours (Barbas et
Mascarenhas 2009; Day et Stacey 2007; Ponthier et al. 2014).

H. Le stockage et le transport de la semence congelée
Les paillettes, pastilles et ampoules peuvent étre conservés dans 1’azote liquide a -196°C
pendant des mois, voire des années. 11 est intéressant de noter que ce type de congélation n’altere
en rien le caractére pathogene de germes tels que Brucella abortus, Campylobacter feetus,
Trueperella pyogenes ou Listeria monocytogenes. C’est pourgioi une période de quarantaine
de 30 jours est souvent réalisée sur une paillette décongelée choisie au hasard avant la
décongélation du reste des paillettes et la réalisation de I’'TA. Ceci est effectué afin de s’assurer

que le donneur n’¢était pas en incubation d’une maladie contagieuse au moment de la collecte.

Quelle que soit I’espece, le stockage des paillettes se fait dans des cuves d’azote liquide (Figure
37) et leur transport est réalisé dans des containers cryogéniques (Figure 38) dont il existe
différents modeles de capacité et de propriétés thermiques variables. Une vérification réguliere
du niveau d’azote de ces cuves s’impose. Par ailleurs, la température doit toujours y étre
inférieure a 120°C. Il est indispensable pour ce faire d’y maintenir un niveau minimal de 5 cm
d’azote liquide. L’évaporation sera fonction de la fréquence d’ouverture de la cuve et du temps

nécessaire au choix d’une paillette (5 a 8 secondes)(Hanzen 2014).

Figure 37: Stockage des paillettes dans la cuve d'azote liquide (Cliché CERREC, photo de
gauche. Cliché UCEAR, Centre de collecte de semences bovine, photo de droite)
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Figure 38: Stockage des paillettes dans le container de transport en polystyréne (Cliché CERREC)

I. La décongélation
1. Température de décongélation

La semence est décongelée juste avant son utilisation, lors d’une insémination artificielle le
plus souvent. Quelle que soit I’espéce, la décongélation s’effectue de maniére semblable a 1’aide
d’un bain-marie. Les paillettes sont directement transférées de 1’azote liquide dans le bain-marie

(Figure 47) (Ponthier et al. 2014).

-~ L

Figure 39: Retrait des paillettes de la cuve d'azote liquide avant leur transfert dans le
bain-marie (Cliché UCEAR, Centre de collecte de semences bovines)

125



Une autre méthode de décongélation de la semence consiste a vider le contenu de chaque
paillette décongelée dans un volume de solution isotonique a 37-38°C et de laisser la suspension
de semence a cette température pendant 5 minutes avant d’évaluer la qualité de la semence et
de I'utiliser pour une TA. Cette méthode peut également étre utilisée lors du conditionnement
en pastilles (Pefia et Linde-Forseberg 2000b ; Luvoni et al. 2003).

Enfin, il faut savoir que les ampoules peuvent étre décongelées de fagon plus lente, dans un
bain d’eau glacée pendant environ dix minutes, avant d’utiliser directement la semence
(Luvoni et al. 2003).

Une des premiéres études a avoir comparé des températures de décongélation a été celle de
Cochran (1984). Il a comparé une décongélation a 75°C pendant 7 secondes et une
décongélation a 37°C pendant 30 secondes. Il a obtenu de meilleurs résultats au niveau de la
qualité de la semence avec la décongélation a 75°C pendant 7 secondes (Cochran et al. 1984).

D’autres études ont comparé différentes températures de décongélation et il a été¢ montré, en
regle générale, qu’une décongélation rapide donnait de meilleurs résultats en termes de survie
et de mobilité des spermatozoides plutdt qu’une décongélation lente. De plus, Nothling rapporte
qu’une semence décongelée a 70°C montre 6,6 % d’acrosomes anormaux de moins que les
spermatozoides d’une semence décongelée a 37°C (Pena et Linde-Forsberg 2000b; N6thling et
Shuttleworth 2005).

D’apres Yu, afin de déterminer la meilleure vitesse de décongélation, il faut savoir qu’il existe
une interaction entre les vitesses de décongélation et de congélation, dont dépend le taux de
survie des spermatozoides. Dans son étude, le pourcentage de spermatozoides vivants maximal
est obtenu lorsqu’une congélation a -10°C/min est associée a une décongelation rapide. Il
rapporte également 1’existence de variations individuelles entre les animaux et certains chiens
possédent une semence dont le taux de survie sera meilleur avec une décongélation lente plutot
que rapide. Il serait donc utile de réaliser des tests de protocole de congélation-décongélation
pour chaque individu, afin de déterminer lequel est optimal, mais difficile a effectuer en
pratique (Yu et al. 2002).



2. Ledilueur de décongélation

Un dilueur de décongélation peut étre ajouté a la semence apres la décongélation. L’ajout du
dilueur doit se faire de facon lente afin que les spermatozoides ne passent pas d’un milieu
hypertonique a un milieu isotonique trop rapidement, ce qui pourrait les endommager par choc
osmotique. Ce dilueur de décongélation est le plus souvent composé d’une solution tampon
contenant du Tris, de I’acide citrique, du glucose et des antibiotiques. La dilution réalisée
permet d’ajuster le volume a introduire lors de 1’insémination artificielle et permet également
de diluer certains composants du milieu de congélation tel que le glycérol qui peuvent étre
toxiques (Pefia et Linde-Forseberg 2000a).

3. Le taux de dilution

Dans son étude, Silva a comparé 1’absence de dilution avec une dilution 1:4, ¢’est-a-dire un
volume de semence pour quatre volumes de dilueur, sur la qualité de la semence canine apres
décongélation. Il n’a observé aucune différence en ce qui concerne la longévité des
spermatozoides qu’il y ait dilution ou non. Ainsi, I’ajout d’un dilueur de congélation
n’améliorerait pas la qualité de la semence mais permettait une augmentation du volume de la

semence a inséminer sans endommager les spermatozoides (Silva et al. 2006).

Dans I’étude de Pe a, ce sont quatre taux de dilution différents qui ont été comparé : 1:0
(correspond a une absence de dilution), 1:1, 1:2 et 1:4. Aucune différence n’est observée entre
les différents taux de dilution dans les 1 & 4 heures d’incubation aprés décongélation.
Cependant, une meilleure mobilité des spermatozoides était obtenue aprés 8 heures
d’incubation lors de la dilution avec les deux taux les plus élevés, ce qui différe des résultats
obtenus par Silva (2006) (Pefia et LindeForseberg 2000a).

Rota et al. ont ¢tudié I’effet de 1’ajout de fluide prostatique autologue (a 1:2) a la place du
tampon Tris sur la longévité, les paramétres de la mobilité et le statut de 1’acrosome des
spermatozoides de chien apres la décongélation. Le fluide prostatique était separé des
spermatozoides aprés centrifugation et stocké a -25°C. La semence était congelée dans des
paillettes de 0,5 millilitre et décongelée au bain-marie a 38°C pendant une minute. La semence
était ensuite diluée soit avec du tampon Tris soit avec le fluide prostatique autologue réchauffé
a 38°C. La mobilité était initialement plus élevée dans les échantillons dilués avec du fluide
prostatique mais elle diminuait jusqu’a devenir similaire a celle de la semence en présence de
la solution Tris, 1 heure apreés la décongélation. L’ajout de fluide prostatique n’avait

significativement pas d’effet sur la longévité des spermatozoides ni sur le statut de I’acrosome
(Rota et al. 2007).



4. Le retrait des cryoprotecteurs

Les spermatozoides étant particulierement sensibles aux variations osmotiques, le retrait des
cryoprotecteurs doit se faire en plusieurs étapes, a I’aide d’une solution isotonique, ce qui
permet de minimiser la perte de mobilité et les altérations membranaires des spermatozoides.
La durée de cette étape dépend de la quantité de cryoprotecteur utilisée. En effet, des quantités
plus élevées conduisent a une augmentation du volume cellulaire plus importante lors de la
dilution dans une solution isotonique. La vitesse de diffusion du cryoprotecteur a travers la
membrane entre également en compte car un taux de diffusion faible va induire une
augmentation plus importante du volume cellulaire (Luvoni 2006; Loomis, Graham 2008).

Apres la décongélation, et avant toute utilisation de la semence, il est recommandé d’effectuer
un contréle de qualité sur chaque éjaculat en prenant deux paillettes au hasard. Ce contrdle de
qualité est réalisé a 1’aide d’un spermogramme et porte sur le pourcentage et le nombre de
spermatozoides vivants et mobiles estimés en microscopie optique ou a ’aide du systéme
CASA. En pratique ceci n’est pas toujours réalisé car particulierement chronophage mais un
test de décongélation peut étre réalisé sur une paillette de chaque éjaculat congelé par réalisation
d’un test de mobilité (Ponsart et al. 2014).



CONCLUSION

L’analyse de la semence d’étalon répond a la fois a une exigence de la part des propriétaires de
pouliniéres d’utiliser un étalon fertile pour la mise a la reproduction de leur jument, et de la part
des propriétaires d’étalon de déterminer 1’origine exacte de la subfertilité¢ éventuelle de leur

animal.

Les techniques utilisés sur le terrain sont bien maitrisés mais ne permettent qu’une évaluation
restreinte des parametres de la semence (concentration, morphologie générale et mobilité des
spermatozoides). Or certain étalon présentant des valeurs satisfaisantes tout en étant sujet a une
baisse, voire a une absence de fertilité. De ce fait, les nouvelles méthodes d’évaluation de la
semence trouvent leur intérét puisqu’elles permettent d’une part de détecter une anomalie non
mise en évidence par les tests de routine, et d’autres parts, de localiser précisément cette
anomalie au sein des spermatozoides. Cependant, ces techniques ont un codt élevé et nécessitent
des manipulation de maintenances et de standardisation qui les rendent difficilement applicable,

a I’heure actuelle, en clientéle.

Ces dernieres années 1’origine génétique de certain problémes de subfertilité chez 1’étalon a
était étudiée par le biais de technologies émergentes. D’autres études, destinée a amélioré la
compréhension de la fertilit¢ de 1’homme, ont abordé les mécanismes moléculaires de
régulation du développement et de la fonction des spermatozoides. Ses travaux pourraient ainsi
avoir un intérét chez 1’étalon, méme s’il convient de rester prudent quant a 1’extrapolation de

résultats d’une espece a ’autre.
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