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Résumé

L’objectif de présent travail est d’étudier I’influence du plasma prélevé de vache de différents
états corporels sur la motilité et le statut oxydatif des spermatozoides. Le plasma est obtenu
apres centrifugation de sang prélevé de vache a différents états corporels. Le sperme utilisé
est collecté de 1’épididyme de testicules de taureaux récupérés de I’abattoir local par la
méthode rétrograde. Nous avons utilisé comme témoin le milieu de dilution du sperme (la
solution physiologique de NaCl a 0.9%). D’autre part, on a essayé de montrer 1’effet de stress
oxydatif sur les spermatozoides et de le relier a la mobilité. Le plasma issu de vaches a BCS
moyen s’est distingué en montrant non seulement un effet significatif sur la mobilité totale et
le pourcentage de spermatozoides les plus rapides plus que les autres traitements et témoins
mais en plus cette influence a persisté dans le temps. Le test a I’hémoglobine a révélé que
I’hémoglobine, et par déduction, les spermatozoides sont mieux protégés contre le stress
oxydatif en présence du plasma par apport au témoin sans plasma et ce quel que soit le BCS.
La stimulation constatée de la mobilité peut étre expliquée en partie par I’amélioration du

statut oxydatif

Mot clés : plasma, spermatozoides, BCS, mobilité, sous-populations, stress oxydatif.

Abstract

The objective of this work is to study the influence of plasma collected from cows of different
BCS on motility and oxidative status of sperm. Plasma is obtained after centrifugation of
blood collected from cows at various BCS. The sperm used is collected from the recovered
bulls testes epididymis of the local abattoir by the retrograde-flushing method. We used as
control sperm dilution medium (physiological solution of NaCl 0.9%). On the other hand, we
tried to show the effect of oxidative stress on sperm and link it to mobility. The plasma from
cows with average BCS distinguished not only by showing a significant effect on total
mobility and the percentage of faster sperm than other treatments and control but also this
influence has persisted over time. The test revealed that the hemoglobin, and by inference, the
sperm are better protected against oxidative stress in the presence of plasma comparatively to
control without plasma supplementation and that whatever the BCS. The stimulation of

mobility can be explained in part by improvement the oxidative status.

Key words: plasma, sperm, BCS, mobility, subpopulations, oxidative stress.



Introduction générale

La reproduction est une fonction biologique fondamentale, qui assure la continuité et la
diversité des espéces. La reproduction bovine est un domaine en pleine évolution avec
I’augmentation du nombre d’inséminations artificielles et le développement du transfert
d’embryons. Quel que soit la méthode utilisée, I’objectif principal est d’obtenir une bonne

fertilité.

Depuis plusieurs années, on rapporte une baisse de fertilité chez les bovins. Cette baisse
est rapportée dans plusieurs pays a travers le monde. Plusieurs études tentent d’identifier les
facteurs pouvant expliquer cette baisse de fertilité (Badinand, 2000).

La mobilité spermatique est un élément indispensable au transport des spermatozoides a
travers le tractus génital femelle et la réussite de 1’amélioration de la fertilit¢ passe

inévitablement par sa qualité.

Plusieurs auteurs ont essayé de stimuler la mobilité par de nombreuses substances et
parmi ces auteurs, certains ont exploré 1’influence de plasma sanguin sur les paramétres de la
mobilité des spermatozoides notamment chez I’homme (Liu et al.,1986 ; De Lamirande et
al.,1991 ; Akerlof et al.,1989).

La réussite de la reproduction a été également liée a la nutrition notamment énergétique.
Le déficit énergétique, évalué notamment dans la pratique par la note d’état corporel (BCS)
affecterait, entre autre, la fonction ovarienne, folliculaire et lutéale, et contribue a allonger la

durée de I’ancestrus apres le vélage.

L’objectif du présent travail est 1’étude de I’effet du plasma prélevé de vaches de
différents états corporel sur les parametres de la mobilité et le statut oxydatif des
spermatozoides chez les bovins et 1’exploration de 1’influence de 1’état corporel de la vache
sur ces parametres tout en cherchant a mettre en évidence une éventuelle corrélation entre le

stress oxydatif et les caractéristiques spermatiques.

La premiére partie de ce meémoire est une revue bibliographique ou ont éte evoqués des
notions générales sur la relation entre 1’alimentation et la reproduction, un rappel sur
I’anatomie et la physiologie du taureau, les méthodes de collectes et d’évaluation de la
mobilité spermatique et enfin, une revue de la littérature concernant le stress oxydant et ses

marqueurs.



La seconde partie, expérimentale, englobe la présentation des matériels et méthodes
utilisés afin d’évaluer les effets du plasma et le stress oxydatif sur la mobilité du sperme bovin
en fonction de la note d’état corporel, en plus d’une exposition et une discussion des résultats

obtenus et pour finir une conclusion générale et perspectives.



Chapitre I : Alimentation, reproduction et état corporel

1.1. Relation entre la reproduction et I’alimentation
L’impact de la nutrition sur la reproduction est reconnu depuis longtemps. On rapporte

que les sociétés anciennes étaient trés au courant des effets de la nutrition et de la lactation sur
la reproduction. Aristote a écrit que la nutrition était le facteur environnemental le plus
important dans le contréle de la conception. Dans notre société moderne, les effets de la
nutrition sur la reproduction vont dans le méme sens, les animaux en mauvaise condition, ou
perdant de poids ont généralement des performances reproductives décevantes. La raison qui
est le plus souvent citée pour expliquer ce phénomeéne, c’est la hiérarchisation des propriétés
des nutriments. Aprés le vélage, la vache dirige en priorité 1’énergie consommée vers la
production, et en second lieu vers la reprise de la condition de chair (tissus adipeux). C’est
seulement une fois que ces besoins sont satisfaits que le processus de reproduction va étre ré-
initié (Brisson, 2003).

1.2. Rappels sur les besoins nutritionnels de la vache
Un bon programme d’alimentation pour vaches laitiéres doit indiquer les quantités qui

sont appropriées, les quantités nécessaires ainsi que la maniére et le moment de les servir
(Wheeler, 1996).

Les besoins alimentaires des vaches laitiéres sont similaires a ceux de tout étre vivant chez
lequel existe une activité continue dans toutes les cellules: de 1’énergie, matieres azotées, des
minéraux, des vitamines et de I’eau (Meyer et Denis, 1999). IIs sont fonction de I’ensemble de

ses dépenses d’entretien, de production (lait) et de gestation (Faverdin et al.,2007).

12.1. Nature des besoins

a. Les besoins d’entretien
Ils correspondent a la consommation des nutriments nécessaires au maintien de la vie

d’un animal pour qui il n’y a pas de variations de la masse corporelle, qui se traduisent par
I’utilisation d’énergie pour [’accomplissement des fonctions de base de [’organisme
(respiration, circulation sanguine, tonicité musculaire) et pour le renouvellement d’une partie
des matériaux constructifs des tissus animaux (Barret, 1992).

Jarrige (1988) estime que les dépenses d’entretien sont proportionnelles au poids de

I’animal et plus précisément a la surface qui est liée au poids.

b. Les besoins de croissance
La croissance de la vache laitiere se produit pendant plusieurs lactations, elle n’est

importante que chez les primipares notamment en cas de vélage a 2 ans et chez les multipares
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la croissance est plus réduite et les besoins correspondant sont considérablement négligeables
(Sérieys, 1997).

c. Les besoins de gestation
Ils correspondent aux besoins nécessaires pour la fixation d’un ou plusieurs feetus,

mais aussi celui de I’utérus, des structures associées et les glandes mammaires. Ces dépenses
sont relativement négligeables pendant les deux premiers tiers, elles augmentent plus vite en
dernier tiers de gestation (Jarrige, 1988).

Sérieys (1997) a montré que les besoins augmentent plus vite que le poids de feetus du

fait que celui-ci s’enrichit en protéines, graisse et minéraux.

d. Besoins de la production laitiére
Ces besoins correspondent a I’ensemble des synthéses et exportations réalisées par la

mamelle pour la production laitiere. Ils varient selon la qualité de lait produit, sa composition
en taux bytureux et en taux protéique (Yennek ,2010).

Les besoins de la vache laitiére varient en fonction du stade de la lactation ; d’ou le
début de celle-ci correspond a une période critique dans la vie de la vache, elle se caractérise
par un étre forte et trés rapide augmentation des besoins nutritifs alors que I’appétit ne

progresse que lentement et modérément (Wolter, 1997).

1.2.2. Types des besoins

a. Les besoins en énergie
Une des principales fonctions d’un aliment est I’apport d’énergie car la vache laitiere

en a besoin pour son entretien, sa production laitiere mais aussi pour sa croissance et le
développement de son veau. L’énergie est souvent le facteur limitant chez la vache laitiére
haute productrice en début de lactation. Un déficit énergétique influence négativement la
production laitiere et le taux protéique du lait, entraine des risques d’acétonémie, de fi¢vre de
lait voire méme des problemes de fertilité. Parallelement aux besoins en énergie nécessaire a
ses fonctions, le ruminant doit également avoir de 1’énergie pour sa flore stomacale, retrouvée

dans les matiéres organiques fermentescibles.

b. Les besoins en matiéres azotées
L’animal renouvelle en permanence ses protéines corporelles et les processus de

digestion provoguent les pertes cellulaires, donc les protéines. Ces fonctions sont minérales a
I’entretien. Elles sont augmentées avec la production de lait.

Les besoins protéiques chez les bovins sont établis a partir d’une méthode factorielle
faisant la somme des besoins d’entretien et des besoins de production. (Synthése nouvelle de

tissus et exportations) (Micol et al .,2003).



c. Les besoins en minéraux et en vitamines
Dans la ration classique, les apports en minéraux oligo-éléments et vitamines

constituent souvent une quantité fixe par vache et par jour.

Avec une ration séche, le complément minéral et vitamine est incorporé dans le concentre.

d. Les besoins en eau
L’eau est utilisée comme veéhicule des nutriments vers les tissus, support de la

digestion, véhicule de I’excrétion, moyen de rafraichissement, source de minéraux et comme
constituant de base du lait.
Selon (Wolter, 1994), il semble que tout sous-abreuvement entraine une diminution de la

consommation alimentaire et de la reproduction laitiéres.

1.3. Notion de bilan énergétique

1.3.1. Definition
Grummer (2007) définit le bilan énergétique comme étant la différence entre 1’énergie

consommeée par I’animal et 1’énergie requise par celui-ci. L’énergie requise est utilisée pour
différentes fonctions comme 1’entretien, la croissance, la production laitiére et la croissance
feetale.

Si le bilan énergétique est positif (c’est-a-dire que 1’énergie apportée a I’animal est
supérieure a 1’énergie utilisée par celui-ci), on a un stockage de 1’énergie en exces sous forme
de graisse. En revanche, si le bilan énergétique est négatif (c’est-a-dire que 1’énergie apportée
a I’animal est inférieure a 1’énergie utilisée par celui-ci), on observe une mobilisation des
réserves graisseuses comme source d’énergie et donc une perte de poids.

1.3.2. Evaluation du bilan énergétique
L’état énergétique d’un animal n’est pas facile a apprécier. L’estimation de la valeur

énergétique de la ration n’est pas suffisante car les quantités ingérées varient beaucoup entre
les individus, notamment pendant le post-partum, et particulierement pour les fourrages.

La notation de I’état corporel, qui évalue I’état d’engraissement superficiel, est la
méthode la plus couramment employée. Elle présente I’avantage d’étre peu coliteuse en
investissement et en temps. Son interprétation est moins sujette a caution que celle de la
pesée, rendue délicate par les variations de poids des réservoirs digestifs et utérins (Wolter,
1992).

1.4. Notion de note d’état corporel (NEC)
La couverture graisseuse de 4 points anatomiques arriére (base de la queue, tubérosité

ischiatique, détroit caudal, ligne du dos) et de 2 points latéraux (pointe de la hanche,

apophyses transverses et épineuses) est évaluée visuellement grace a des grilles de notation
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(Bazin, 1984). A chaque critére anatomique est attribuée une note de O (vache cachectique) a
5 (vache trés grasse) ; la moyenne de ces 6 notes donne une note globale, dont la précision est
évaluée au demi- point. Un point de note correspond a environ 20-25 kg de lipides chez un
animal de 600 kg.

L’inconvénient de cette technique est sa subjectivité, qui peut étre plus ou moins
maitrisée grace a des critéres de notation tres précis, un nombre restreint de personnes
effectuant ces notations, et la répétition de ces notations (Agabriel et al., 1986).

La notation d’état corporel est donc un outil de choix pour les scientifiques et les
éleveurs : outre son faible codt et sa facilité de mise en ceuvre, cette technique bien maitrisée

permet une estimation fiable de 1’état d’engraissement (Broster & Broster, 1998).

1.5. Le statut énergétique, la NEC et la reproduction

L’énergie a un grand impact sur les performances de reproduction. Elle constitue un
aspect de la nutrition dont la gestion présente des défis importants notamment pour les vaches
fortes productrices (Brisson, 2003).

L’état énergétique d’un animal n’est pas facile a apprécier, I’estimation de la valeur
énergétique de la ration n’est pas suffisante car les quantités ingérées varient beaucoup entre
les individus, notamment pendant le post-partum, et particulierement pour les fourrages
(Wolter, 1992).

Pour des performances de reproduction satisfaisantes, 1’énergie joue des roles
multiples: production d’hormones de la reproduction comme la LH, la progestérone, activité
ovarienne, développement des ovocytes. Toutes les précautions prise pour améliorer la
consommation de matiére seche en début de lactation aura un effet positif sur la reproduction
(Brisson, 2003).

Au cours du post-partum et pendant une durée variable, la vache présente un équilibre
énergeétique négatif dont la valeur et la durée dépendent des apports alimentaires, du niveau de
production laitiére, mais également des réserves corporelles acquises par I’animal au moment
du vélage.

Avant et apres le vélage, une sous-alimentation sévére (apports inférieurs de 10 a 20 %
aux besoins requis) et prolongée de la vache affecte la fonction ovarienne, folliculaire et
lutéale, et contribue a allonger la durée de ’anoestrus apres le vélage. Davantage que la valeur
absolue de 1’état corporel lors du vélage, c’est la quantité et la durée des pertes en énergie
(équilibre énergétique négatif) qui affecteraient le délai nécessaire a 1’obtention d’une

gestation (Hanzen, 2004).



Les effets de 1’alimentation en général, et de I’équilibre énergétique en particulier, sur
’activité ovarienne au cours du post-partum sont complexes (Monget, 2004).

Les états de sous-nutrition sont associés a une réduction de la libération de GnRH
(Gonadotrophin Releasing Hormone) par I’hypothalamus et de la pulsatilit¢ des hormones
hypophysaires LH (hormone lutéinisante) et FSH (hormone folliculostimulante.

En début de lactation, un équilibre énergétique négatif se traduit par une hypoglycémie
et par une hypo-insulinémie qui exercent divers effets sur I’hypothalamus et 1’ovaire. Une
médiation par 1’Insulin-like Growth Factor (IGF) des effets de 1’équilibre énergétique sur
I’activité ovarienne au cours du post-partum est également envisageable, la concentration de
ce facteur étant inversement proportionnelle au niveau de production laitiere, mais
positivement corrélée avec le niveau de deficit énergétique (Monget, 2004).

Le profil de la NEC entre deux vélage successifs est semblable a une courbe inverse de
la lactation chez la vache laitiere avec une réduction entre 40 et 100 jours apres le vélage
(Roche et al., 2009). La perte d’état observée pendant cette période est le signe d’une
mobilisation intense, parfois tres rapide, des réserves corporelles. Elle se traduit
histologiquement par une diminution de 1’épaisseur de la graisse sous-cutanée (Roche et

al.,2009).

Selon (Ruegg, 1991), la parte d’état corporel en début de lactation est

significativement proportionnelle a 1’état d’engraissement au vélage.

Au cours de la seconde partie de lactation, le retour a un bilan énergétique positif
s’accompagnera d’une reprise d’état, traduisant la reconstitution des réserves corporelles

(Drame et al., 1999).



Chapitre 11 Mobilité spermatique

2.1. Anatomie de I’appareil reproducteur de taureau

2.1.1. Description des organes

L’appareil génital male est formé par 1’ensemble des organes chargés d’¢laborer le
sperme et de le déposer dans les voies génitales de la femelle ou se réalise la fécondation
(Barone, 1978).

En genéral, il comporte trois grandes parties : la section glandulaire, la section tubulaire
et le sinus urogénital.

2.1.1.1. Section glandulaire
Elle comprend deux gonades « ou testicules » et les glandes annexes.

a. Testicules:

Les testicules sont des organes pairs doués d’une double fonction : la gamétogénese et
la fonction endocrine. La gamétogenese, ou spermatogenése, assimilable a une véritable
fonction exocrine, est assurée par les tubes séminiféres. La fonction endocrine avec la
production des harmones males.

Chez le taureau, la descente des testicules dans les enveloppes testiculaires s’effectue
avant la naissance, vers 3 a 4 mois de gestation (Chenoweth ,1997). Le testicule est
pendulaire, a axe vertical et pése approximativement 500 gramme vers deux ans. Il mesure
alors en moyenne 11 a 15 cm de haut sur 7 a 9 cm de large, et 7 a 9 cm d’épaisseur pour une
circonférence scrotale de 35 cm (Setchell, 1991).

Le testicule est protégé par des enveloppes superposées et d’origine tres différentes, en
surface se trouve le scrotum et en profondeur se trouve le muscle crémaster (Vaissaire, 1977 ;
Barone, 1978 ; Bonnes et al.2005).

b. Glandes annexes :

Les secrétions des glandes annexes participent a la formation du plasma séminal et
représentent 50 a 95% du volume total du plasma séminal. Les glandes les plus actives sont
les vésicules séminales, la prostate et les glandes de cowper (aussi appelées glandes bulbu-
urétrales) (Charles T et Levasseur M .C, 2001).

2.1.1.2. Section tubulaire :

Constituée par 1’épididyme, et le canal déférent.

a. Epididyme :

C’est un organe plaqué sur 1’arriére du testicule, d’une longueur de 60 m, reliant les
canaux efférents (a la sortie du testicule) au canal déférent.

Ce tube contourné qui forme des lobules séparées par des travées conjonctives présente
trois grands segments anatomiques : la région antérieures ou téte, la région médiane ou corps
et la région postérieure (caudale) ou queue (Dacheux Fet Dacheux J.L.2001 ; Bonnes et al.,



2005). L’épithélium du tube épididymaire est constitué de deux couches de cellules : des
petites cellules basales et de grandes cellules principales présentant de nombreuses
microvillosités.

Dans cet organe, les spermatozoides continuent a se transformer en subissant plusieurs
modifications métaboliques avec diminution de la synthése des lipides (les spermatozoides
perdent 40% de leurs phospholipides au cours du transit), augmentation du métabolisme
oxydatif, glycolytique, pour assurer certaines fonctions dont 1’essentiel est de transporter les
spermatozoides vers le systéme éjaculateur (Charles T et Levasseur M.C, 2001).

b. Canal déférent

La queue de I’épididyme se poursuit par le canal deférent qui fait suite au canal
épididymaire. D’abord contourng, il devient droit en franchissant ’anneau inguinal et rejoint
la cavité abdominale. Chaque canal atteint la face dorsale de la vessie formant un tres léger
renflement pelvien avant de se jeter dans I’urétre (Barone, 1978 ; Bonnes et al.2005).

2.1.1.3. Sinus uro-génital

Comprenant I’urétre et I’appareil copulateur « le pénis ».

Le pénis du taureau est de type fibro-élastique, pauvre en tissu érectile. Les corps
caverneux sont volumineux et presque entierement confondus. Ils sont également pourvus
d’une albuginée trés épaisse. Le pénis s’avance tres loin, sous le ventre et le prépuce atteint le
voisinage immédiat de 1’ombilic. Le corps spongieux du gland est trés peu développé. Ce
dernier présente une forme tres asymétrique ; il est incurvé en crochet vers la gauche et
I’ostium externe de I’urétre est porté par un processus urétral (Barone 2001).
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Figure n°1 : Appareil génital du taureau (Constantinesca, 2004).



2.2. Méthodes de récolte du sperme

La récolte du sperme est un procédé par lequel on obtient le sperme sur 1’animal vivant
ou mort. Il existe plusieurs méthodes de récolte du sperme. Parmi les méthodes les plus
couramment utilisées, la récolte au vagin artificiel et 1’électro-éjaculation (sur animaux
vivants) et les techniques de collecte du sperme épididymaire (post-mortem).

2.2.1. Récolte au vagin artificiel

La récolte au vagin artificiel est la méthode la plus couramment utilisée sur le terrain.
Le vagin artificiel simule les conditions naturelles offertes par le vagin de la vache. Le
principe est de rassembler dans un appareil simple et pratique les conditions naturelles
présentées par les voies génitales de la vache au moment du coit et de recueillir rapidement un
éjaculat total et non souillé (Derivaux, 1971). Le vagin artificiel est un assemblage de quatre
piéces (Figure n°2) :

— Le corps du vagin (manchon cylindrique rigide) muni d’un orifice a valve par lequel on
peut introduire de I’eau tiéde ou I’air : 35 cm de longueur et 7,5 cm de largeur ;

— le manchon interne en caoutchouc souple. Entre le manchon et le corps, la température de
I’eau et la pression de I’air sont réglées a 38°C ;

— Le cone : permet de relier le corps du vagin artificiel au tube gradué ;

— le tube gradué pour I’appréciation de la quantité de sperme récoltée

Tube gradué Manchon intérieur
! g Manchon extérieur

AH_FIG3.PIC

Figure n°2 : Schéma du vagin artificiel (Barret, 1992).

2.2.2. Electro-éjaculation

L’¢lectro-¢jaculation s’accomplit par stimulation ¢lectrique des muscles lisses de
I’ampoule et du canal déférent a 1’aide d’une sonde intra-rectale et d’une source électrique
avec controle de la tension. Elle permet d’obtenir le prélévement de sperme a partir du taureau
sans intervention des mécanismes normaux, sensoriels et psychiques de 1’¢jaculation.

Apres contention de I’animal, I’électrode lubrifiée est introduite dans son rectum vidé
au préalable. Puis, une série de stimulations répétées est appliquée au rectum, en augmentant
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progressivement 1’intensité selon les instructions du fabriquant jusqu’a 1’érection complete et
I’éjaculation de I’animal. Le sperme est recueilli par un appareil de récolte.

Les éjaculats recueillis par électro-éjaculation sont généralement d’un volume plus
important et d’'une concentration plus faible en spermatozoides que ceux recueillis par le
vagin artificiel (Salisbury Et Vandermark, 1961). Cependant, le nombre total de
spermatozoides, le pouvoir fertilisant et 1’aptitude a la congélation ne semblent pas étre
affectés. L utilisation de I’¢lectro-¢éjaculation méme durant une longue période (plus d’une
année) n’a aucun effet néfaste sur la santé et sur la fertilité de 1’animal (Haskouri, 2001).

electroejaculation probe

copyright 1996 by R.G. Eimore

Figure n°3 : Sonde de I’¢lectro-éjaculateur.

2.2.3. Massage transrectal

Le message transrectal du tractus génital interne a été proposé comme méthode chez le
taureau. Cette méthode est indiquée pour des animaux présentant des Iésions de 1’appareil
locomoteur.si au bout de 2 a 3 minutes, aucun résultat n’est obtenu, il faut envisager une autre
méthode (Hanzan, 2008).

2.2.4. Technique de récolte de sperme épididymaire

On peut prélever du sperme épididymaire d’un animal vivant sous anesthésie général
avec une intervention chirurgicale. Le principe consiste a faire une microponction du canal
déférent en lui introduisant un petit tube et permettre a son extrémité d’avancer a I’extérieur a
travers le scrotum pour la collecte du sperme dans une petite fiole (Deutshier et al. 1974)

Comme on peut aussi procéder a une collecte post-mortem a partir d’un animale mort.
Trois méthodes principales de récupération de sperme épididymaire post-mortem ont été
adoptées dans différentes espéces domestique et sauvages :

11



a. Methode de découpage « cutting-method »

Cette technique consiste a réaliser plusieurs coupes avec une lame sur la partie caudale
de I’épididyme et le fluide spermatique émergeant des tubules est rassemblé (Kaabi et al.
2003).

b. méthode « float-up »

Cette methode consiste a inciser la partie caudale de 1’épididyme et du canal déférent
avec un scalpel dans une boite de pétri, lavé avec 2,5 ml de solution (alcool a 70) chauffée a
37°C et ensuite transférée dans une deuxieéme boite de pétri et lavé encore avec 2,5 ml de la
méme solution (alcool & 70°). La suspension de sperme obtenue & partir des deux étapes de
lavage est filtrée a travers une passoire inoxydable de 200 um et rassemblée dans un tube en
verre (Cary et al., 2004).

c. Meéthode « retrograde-flushing »

La méthode de rincage rétrograde consiste a isoler les parties caudales et les canaux
déférents du reste de 1’épididyme en faisant une coupe avec un scalpel prés de la jonction du
corps et de la partie caudale proximale. Ensuite une aiguille est introduite dans la lumiere du
canal déférent. Le fluide spermatique est alors rincé avec une seringue chargée avec 4 ml
d’une solution isotonique chauffée a 37°C dans une direction rétrograde en allant du canal
déférent vers la partie caudal (Martinez-pastor et al.,2006).

Le retrograde-flushing a été utilisé chez plusieurs espéces, 1’étalon (Cary et al.,2004), le
cerf (Martinez-pastor et al.,2006), et le taureau (Turri et al.,2011). Cette méthode semble
donner de meilleurs résultats quand elle est comparée au « float-up » et a la méthode
« cutting » (Martinez-pastor et al.,2006).

Figure n°4 : collecte de sperme avec la méthode « retrograde-flushing » (Stout.2012)
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2.3. Evaluation de la qualité du sperme

L’évaluation de la qualité du sperme a pour objectif d’apprécier ses caractéristiques afin
de définir le niveau possible de sa dilution. Elle permet ainsi de préparer une semence
correspondant a I’optimum biologique et économique recherché. Elle comporte des examens
macroscopiques, microscopiques, physico-chimiques et biochimiques.

2.3.1. Analyse macroscopiques

Ils ont pour but d’apprécier le volume de 1’¢jaculat, sa couleur et sa viscosité :

a. Volume de I’éjaculat

Le volume de I’¢jaculat est lu sur le tube de collecte gradué. Ce volume varie de 0,5 a
14 ml, en fonction de 1’age, la race, 1’alimentation, 1I’¢état de santé, les conditions de récolte
ainsi que de la fréquence de récolte. Le volume moyen est de 6 ml chez un taureau adulte,
tandis qu’il est de ’ordre de 2 ml chez le jeune (Kabera, 2008).

b. Couleur du sperme

Chez le taureau, la couleur normale du sperme est, dans la plupart des cas, ivoire-créme,
blanc-laiteux ou blanc-jaunatre (en fonction de la concentration de spermatozoides).

La couleur de I'¢jaculat peut varier du blanc clair au jaune brillant (Ezekwe, 1988).
L'aspect est généralement homogeéne et crémeux (Djabakou et al. 1984).

Le sperme pathologique peut avoir, selon les cas, une couleur brunatre, rosée, bleuéatre,
jaunatre, rougeatre ou grisétre.

c. Viscosité du sperme

La viscosité est corrélée a la concentration en spermatozoides en effet 1’¢jaculat est
d’autant plus visqueux que le nombre de spermatozoide est élevé. Comparée a I’eau distillée,
la viscosité du sperme de taureau est de 3,7. Elle dépend également de sa conductibilité
¢lectrique c’est-a-dire de sa concentration en ions (Hanzen, 2008).

d. PH

Le mesure du PH (PH-métre, papier indicateur) doit étre immédiate, le sperme
s’acidifiant rapidement étant donné la formation d’acide lactique. Sa valeur normale doit étre
comprise entre 6,5 et 6,8.

2.3.2. Examens microscopiques

Ils comportent 1’évaluation de la motilité, de la concentration, de la viabilité et de la
morphologie des spermatozoides.

a. Motilité (évaluation subjective)

C’est un ¢élément d’appréciation de la vie ou de la mort des spermatozoides et de leur
niveau de vivacité. Elle peut porter sur la semence globale aprés récolte (motilité massale et
motilit¢ individuelle) ou sur la semence diluée en s’intéressant aux spermatozoides
individualisés (motilité individuelle).
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— Motilité massale

Elle s’apprécie au microscope au grossissement x10. A I’examen microscopique d’une
goutte de sperme non diluée, I’observateur s’intéresse aux mouvements et a I’effet du
déplacement des spermatozoides dans le liquide séminal. A I’issue de I’observation, en
fonction du mouvement de masse des spermatozoides, une note de 0 a 5 est attribuée a chaque
éjaculat. Certains auteurs convertissent cette note en pourcentage fictif de spermatozoides
mobiles. L exigence minimale pour un €jaculat correspond a un bon mouvement de masse qui
doit étre tourbillonnant [une note supeérieure a 3 (environ 60% de spermatozoides mobiles)]
(Tableau I).

Tableau N°1: Note attribuées aux éjaculats suivant leur motilité massale (Source :
Présentation de la coopérative de I’AIGLE. Http://www.cia-laigle.com/laboratoire.htm, page
consulté le 12 Septembre 2007)

Note 1 2 3 4 5

% de envir envir envir envir Prés
Spermatozoides mobiles | % | on 20% on 40% on 60% on 80% | de 100%

— Motilité individuelle

Elle s’apprécie au microscope au grossissement x40. C’est 1’appréciation du
mouvement des spermatozoides par leur déplacement a travers le champ microscopique. Les
mouvements normaux des spermatozoides sont oscillatoires et progressifs. Ce test se réalise
sur du sperme dilué a 1/10 de sérum physiologique. 1l permet de déterminer
approximativement le taux de spermatozoides vivants et d’affecter au sperme une note allant
de 0 a 5 (Tableau n°2). Un bon sperme doit avoir au moins 60 a 70 % de spermatozoides
vivants.

Tableau N°2 : Notes attribuées aux éjaculats suivant leur motilité individuelle dans une grille
de notation de 0 & 5.

Note
S

Criteres

Absence de spermatozoides: azoospermie

Absence de spermatozoides vivants: spermatozoides morts (absence de
mobilité)

25% de spermatozoides vivants

60% spermatozoides vivants

80% spermatozoides vivants

gD —» O

100% spermatozoides vivants

b. Concentration du sperme

Elle peut étre déterminée par :
— Comptage direct des spermatozoides en utilisant la cellule de THOMA sur du sperme
dilué & 3% de Na ClI ;
— L’utilisation de la densité optique ;
— L’utilisation de compteur électronique ;
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— La détermination du volume cellulaire par centrifugation.
Aprés comptage des spermatozoides, en utilisant la cellule de THOMA, le nombre de
spermatozoides est déterminé par la formule suivante : C=Nx4x10xd, avec :
— N : le nombre de spermatozoides (sptz) dans quatre grandes carrées de la cellule de
THOMA ;
— C: laconcentration en spermatozoides du sperme ;
x4 : puisque la cellule contient 16 carrées ;
x10 : profondeur de la chambre ;
d: taux de dilution.
Le bon sperme a une concentration supérieure a 0,5.10° spermatozoides/ml (Kabera,
2008).

c. Evaluation objective de la mobilité

Le systeme CASA (Computer Assisted Sperm Analysis)

Les méthodes conventionnelles d’analyse du sperme, y compris I’évaluation de la
mobilité sont subjectives. La mobilité massale et la notation progressive du sperme sont
communes dans I’analyse de routine du sperme dans la plupart des cliniques d’andrologie
(Yeung et al, 1997). L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) suggere quatre grades (A),
progression rapide ; (B), progression lente ; (C), mobile mais non progressive ; (D), immobile
(Who, 2010), toutefois, de grandes variations ont été décrites dans I’estimation subjective de
la mobilité spermatique, aussi bien pour 1’évaluation du méme éjaculat (Contri et al.,2010).

Pour une meilleure précision et objectivité de résultat, le systtme CASA a vu le jour : le
premier f(t proposé par DOTT et FOSTER il y a 44 ans. Maintenant, il s’est généralisé et est
utilisé dans plusieurs centres d’andrologie humaine et vétérinaire. Les images obtenues
permettent 1’analyse de plusieurs paramétres dont la concentration du sperme, la mobilité
spermatique et certains parameétres morphologiques en particulier de la téte du spermatozoide
(Verstegen et al., 2002).

Le principal avantage de CASA est qu’il permet une analyse objective de la mobilité
des spermatozoides dans les échantillons, la disponibilité des données enregistré par CASA
facilite la comparaison des résultats et permet de trouver des différences subtiles entre les
males ou les traitements (Verstegen et al., 2002), en outre, les systemes CASA semblent avoir
une grande précision et répétabilité (Davis et al.,1992).

L’analyse du sperme assisté par ordinateur fournit les moyens pour une classification
objective d’une population de spermatozoide. En utilisant des images numériques du trajet de
chaque spermatozoide, la machine CASA est capable d’analyser, par des algorithmes de
traitement, les propriétés du mouvement des spermatozoides. Les paramétres fréqguemment
rapportés par CASA comprennent :

— La vitesse curviligne (VCL) qui est la vitesse moyenne mesurée sur la piste réelle suivi
par la cellule point par point en micrometres par seconde ;

— L’amplitude de mouvement latéral de la téte des spermatozoides pendant leur déplacement
(ALH : amplitude of latéral Heat Displacement),

— La fréquence de battement de la téte (BCF) qui est la fréquence a laquelle la téte du
spermatozoide croise I’axe médiane de déplacement en Hertz,
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— La vitesse moyenne de trajectoire (VAP) qui correspond & la vitesse moyenne du parcours
de la cellule lisse en micrometres par seconde,

— Lavitesse linéaire (VSL) ou rectiligne qui représente la vitesse moyenne mesurée en ligne
droite entre le début et la fin d’une piste en micrometres par seconde,

— La rectitude (STR) qui est la valeur moyenne du rapport VSL/VAP en pourcentage (cette
rectitude estime la proximité de la voie de la cellule a une ligne droite a 100%
correspondant & la rectitude optimale),

— La linéarité (LIN) qui est la valeur moyenne du rapport VSL/VCL en pourcentage (la
linéarité estime la proximité de la trajectoire de la cellule a une ligne droite). (figureb)

Ces parameétres CASA ont été modélisés et raffinés mathématiquement pour décrire au
mieux les parameétres de mouvement de chaque spermatozoide qui se deplace a travers un
champ microscopique (Boyer et al.1989).

LIN

VSL =STR VsSL ==

Figure N°5 : représentation schématique des différents parametres mesurés par CASA :
VSL : vitesse linéaire, VCL : vitesse curviligne, VAP : vitesse moyenne de la trajectoire,
STR : larectitude, LIN : linéarité. (Source: casa-scopus.com).
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Chapitre 3 Le stress oxydatif

3.1. Stress oxydatif

L’oxygene est un gaz indispensable a la vie. Il est normalement transformé en
molécules d’eau au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale. Ce processus
mitochondrial n’est toutefois pas parfait, car 2 a 5 % de 1’oxygene sont transformés en
espéces réactives oxygénees (ERO) (Cadenas et Davies, 2000 ; Pincemail et coll., 2001).

11 a été montré que le stress oxydant était a 1’origine de nombreuses pathologies chez les
animaux de rente (rétention placentaire, mammites chez la vache laitiére). Ce stress serait
maximum lors de périodes clefs de la vie des animaux : gestation, mise-bas et période
néonatale mais aussi périodes de finition ou de forte production. D’autres facteurs comme les
états infectieux ou inflammatoires, des conditions environnementales particuliéres (froid,
chaleur intense, confinement) sont également a 1’origine d’une production accrue d’ERO.

Toutes ces altérations provoquées par le stress oxydant sont a I’origine de nombreuses
pathologies. C’est pourquoi, 1’évaluation du stress oxydant apparait comme une nécessité
(Durand et al., 2013)

3.1.1. Définition

Dans les systemes biologiques, le stress oxydatif se définit comme un déséquilibre de la
balance oxydants/antioxydants en faveur des oxydants, entrainant des dommages cellulaires
(Atamer et al., 2008).

3.1.2. Les espéces réactives de I’oxygéne (EROs)

Les radicaux libres sont des espéces chimiques (atomes ou molécules) possédant au
moins un électron célibataire (ou non apparié) sur leur couche externe, et sont en général tres
réactifs et instables (Gilbert, 2000).

Les radicaux libres peuvent engendrer des dommages importants sur la structure et le
métabolisme cellulaire en dégradant de nombreuses cibles : protéines, lipides et acide
nucléiques (Angelos et al.,2005).
3.1.2.1. Origine des radicaux libres (RL)

La production d’ER peut étre soit d’origine endogéne soit due a des facteurs exogenes
tels que les métaux lourds, les rayonnements ionisants et les rayons ultra-violets, les polluants
atmosphériques tels que la fumée de cigarette mais également des médicaments (paracétamol,

anthracyclines...) (Figure 6).
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Figure n° 6 : Les origines des especes réactives (Migdal et al.,2011)
3.1.3. Les cibles biologiques du stress oxydant
En raison de leur grande réactivite, les EROs peuvent s’attaquer a de nombreuses cibles

biologiques dont les lipides, les protéines et les acides nucléiques comme le montre la (Figure

7).
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Figure n°7 : Les différentes cibles des Especes Réactives de 'Oxygene (d’aprés Monteil 2004).

3.1.3.1. Les lipides

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de
I'attaque par le radical hydroxyle capable d'arracher un hydrogéne sur les carbones situés entre
deux doubles liaisons, pour former un radical diene conjugué, oxydé en radical pyroxyle.
Cette reaction appelée peroxydation lipidique donne une réaction en chaine (Beckman &
Ames, 1998; Valko et al., 2006).
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3.1.3.2. Les acides nucléiques ADN

Les ERs, et plus particulierement le radical hydroxyle (HO®), peuvent induire des
cassures de ’ADN, des mutations ponctuelles (simple ou double brins) ou bien altérer les
systemes de réparation. Les EROs peuvent induire notamment des oxydations, des nitrations
ou des méthylations des bases. Parmi les oxydations des bases, la guanine peut étre oxydee
par le radical hydroxyle en 8-hydroxy-Guanosine (8-OH-G) aboutissant a la formation de 8-
hydroxy-2'—deoxyguanosine (8-OH-dG) qui peut étre ensuite mesuré comme marqueur de
stress oxydant (Valko et al. 2006).

3.1.3.3. Les protéines

Les protéines comportant un pont sulfhydrique sont les plus sensibles aux attaques
radicalaires, c’est le cas de nombreuses enzymes antioxydantes et les protéines de transport,
qui contiennent trés souvent des groupements thiols (SH) (Sen, 2001).

Les protéines modifiées par 1’oxydation, vont étre prises en charge par des protéines
specifiques dites protéines de stress (Heat Shock Protein, HSP) connues pour leur réle
cytoprotecteur, ou elles prennent en charge les protéines dénaturées et participent a la

restauration de la fonction de ces protéines (Welch, 1992).

3.2. Les antioxydants
3.2.1. Définition

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance qui est capable, a concentration
relativement faible, d’entrer en compétition avec d'autres substrats oxydables et ainsi retarder
ou empécher I'oxydation des ces substrats.
3.2.2. Antioxydants enzymatiques

Ce systéme est principalement composé des superoxydes dismutases (SOD), des
catalases (CAT), des glutathions peroxydases (GPx) et des thiorédoxines (Higashi et al., 2009
; Wood et al., 2003).

3.2.2.1. Les superoxydes dismutases

La famille des superoxyde-dismutases comporte trois isoformes (SOD1, SOD2, SOD3)
dont le réle est la dismutation de deux anions superoxyde en especes Oxygenées moins
réactives que sont H202 et O2 (Antwerpen, 2006).

— (Cu, Zn SOD ou SOD1) La SODL1 est présente majoritairement au niveau cytoplasmique ;

— (Mn SOD ou SOD2) La SOD2 est exclusivement retrouvée dans les mitochondries ;
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— (SOD3ou EC-SOD) Elle est préférentiellement retrouvée dans la matrice extracellulaire

des tissus.

cell membrane

GuznsoD>

— H0,

mitochondria

Figure n°8: Les trois types de SOD (Frank et al.2004).

3.2.2.2. La catalase
Elle réduit le peroxyde d’hydrogéne H202 en libérant de I’oxygene et de I’eau.

Elle est localisée surtout dans les peroxysomes. Elle n’élimine pas la totalité du
peroxyde d’hydrogéne, mais son réle est tres important surtout en présence d’ions ferreux
(Lindau-Sehpard et Shaffer, 1993).

Catalase

2H202 — 2H202 + 02
3.2.2.3. La Glutathion Peroxydase

Son réle principal est d’assurer la réduction du peroxyde d’hydrogeéne ou des

peroxydes lipidiques formés suite a I’effet du stress oxydant (Zhu et al. 2008).

3.2.2.4 La glutathion réductase

Le role de la glutathion réductase est de régénerer la glutathion peroxydase. Dans le
cadre de cette réaction, la glutathion-réductase utilise un cofacteur le NAPH. La glutathion-
réductase se trouve dans le cytosol et dans les mitochondries ou se trouve du glutathion-

peroxydase (Garait, 2006).
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3.2.3. Les antioxydants non enzymatiques
Contrairement aux enzymes antioxydantes, la plupart des antioxydants non
enzymatiques ne sont pas synthétisés par 1’organisme et doivent étre apportés par

I’alimentation (Vertuani, S et al., 2004).

3.2.3.1. Vitamine E

Sous le terme vitamine E est regroupée la famille des tocophérols (a, B, 8, y). Le
caractere hydrophobe de la vitamine E lui permet de s’insérer au sein des acides gras de la
membrane cellulaire et des lipoprotéines, ou elle joue un réle protecteur en empéchant la

propagation de la peroxydation lipidique induite par un stress oxydant (Vertuani et al.,2004).

3.2.3.2. Lavitamine A

Ce terme regroupe les rétinoides et les provitamines A aussi appelés caroténoides. Les
caroténoides sont de puissants agents antiradicalaires qui neutralisent tant des espeéces
électroniquement que chimiquement actives. lls ont également un role de protection vis-a-vis
des réactions de photosensibilisation. En fonction de la concentration en caroténoides, leurs
effets sont différents: a faible concentration, ils ont une action anti-oxydante alors qu’a plus

forte concentration, ils se comportent comme des agents pro-oxydants (Valko et al. 2006).

3.2.3.3. La vitamine C

La vitamine C (ou acide ascorbique) n’est pas synthétisée par 1’organisme. Elle est
hydrosoluble a la concentration physiologique. Lors de son oxydation en acide
déhydroascorbique, elle passe par une forme radicalaire intermédiaire (radical ascorbyl) qui
joue un role essentiel dans la régénération de la vitamine E oxydée (Chen et al., 2000).

3.3. Evaluation du stress oxydatif

Le statut oxydatif est évalué par la mesure d’un groupe de marqueurs. Ces marqueurs
sont formés par I’oxydation de biomolécules reflétant ainsi des modifications au niveau des
tissus qui sont exposés aux oxydants. De plus, dans certains cas ces bio marqueurs

renseignent sur le lieu du stress oxydatif (Shacter, 2000; Dalle-Done et al.,2006; Ahmad et al., 2008).

3.3.1. Evaluation de I’oxydation lipidique
Chez les mammiferes, la membrane plasmique des spermatozoides est nettement
différente de celle des cellules somatiques en ce qui concerne sa composition lipidique. Elle

contient des niveaux élevés d’acides gras polyinsaturés. Ces lipides sont responsables de la
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fluidité des membranes (Sanoka et Kurpisz, 2004). Lorsque les niveaux de ROS sont éleves,
ils dégradent les acides gras polyinsaturés, provoquant une cascade de réactions chimiques
aboutissant a la peroxydation des lipides. La peroxydation des lipides dans le sperme peut
entrainer une destruction de prés de 60 % des acides gras, d’ou une altération des propriétés

membranaires du spermatozoide (Jones et al.,1979).

La détection spectrophotométrique de la malonedialdéhyde (MDA) par le test a I’acide
thiobarbiturique (TBA) est la méthode la plus ancienne et la plus populaire pour mesurer la

peroxydation lipidique (Fukunaga et al.,1998).

La réaction de I’acide thiobarbiturique avec la MDA permet la formation d’un
chromophore rouge mesurable a 532 nm (Satoh 1978). Les niveaux élevés de MDA séminal
représentent des taux accrus de peroxydation des lipides qui diminuent la fertilité (Agarwal et
al.,2003 ;Tavilani et al.,2005).

3.3.2. Activité antioxydante

Les spermatozoides ont une faible activité transcriptionnelle et un volume
cytoplasmique limité. Ils sont dans 1’incapacité de répondre a un SO en produisant de novo
des anti- oxydants ou en réparant le matériel cellulaire altéré. Méme si certains antioxydants
sont présents dans les spermatozoides, le liquide séminal est la meilleure protection des
gametes contre les ROS. Lorsque les ROS surpassent les systemes de défense antioxydants et
perturbent 1’équilibre complexe entre ROS et antioxydants, les anomalies pathologiques se
produisent selon la nature, la quantité des ROS et la durée de leur impact. Leurs conségquences

sont la dégradation de lipides, de protéines, et de I’ADN (Sanoka et Kurpisz, 2004).

Plusieurs techniques sont utilisées pour évaluer 1’activité antioxydante. Ces techniques,
notamment en in vitro, sont basées essentiellement sur I’emploi de réactifs chimiques
synthétiques comme I’ABTS. Il existe peu de tests in vitro basés sur des biomolécules, un
nouveau test utilisant 1’hémoglobine comme molécule indicatrice de 1’état oxydatif (Rizvi &
Pandey, 2010).

a. Test ABTS
La méthode fiable pour déterminer les capacités de piégeage des radicaux implique la
mesure de la disparition des radicaux libres L'essai ABTS est I'une des stratégies d'analyse les

plus fréquemment utilisés pour l'activité antioxydant (Bellik, 2014).

La procédure basee sur l'inhibition de la production de I'ABTS radical cation avec un

maximum d'absorption a 342 nm (Antolovich et al.,2001).
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b. Détermination de I’activité enzymatique antioxydante catalase

L’activit¢ de la catalase est mesurée au niveau du lysat par analyse
spectrophotométrique de taux de la décomposition du peroxyde d’hydrogéne notamment par
la méthode d’Aebi (1974). Le principe est basé sur la décomposition du peroxyde
d’hydrogeéne conduit a une diminution de 1’absorption de la solution de H202 en fonction du

temps.

3.4. Le test a hémoglobine

L’hémoglobine (Hb) est I’'une des protéines héminiques la plus spécialisée et la plus
répondue ; plus de 95% des protéines du cytoplasme des hématies est représenté par 1’Hb
(Cimen, 2008). 11 est connu que la réaction prolongée de I’Hb avec le H202, mene aussi bien
a la destruction de I’Hb in vitro qu’in vivo (Giulivi & Daviess, 1990).

Le test de la stabilité de I'némoglobine peut étre utilisé comme moyen d’évaluation du
statut oxydatif, en utilisant une molécule biologique (Hb) a la place de molécules chimiques
(ABTS, TBA, ...).

Brievement, 100 pl de surnageant (hémolysat) est ajouté a 100 pl des suspensions
d'hémoglobine et le mélange est incubé pendant 30 minutes a 37° C, La diminution de
I'absorbance a 412 nm représente le degré de dégradation de I'hémoglobine. L'activité anti-

oxydante est déterminée directement en mesurant la densité optique a 412 (Bellik, 2015).
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1. Matériel et méthodes

Notre travail consiste a étudier I’effet du plasma sanguin prélevé de vaches de
différents états corporels sur la mobilité et le statut oxydatif des spermatozoides échez les
bovins. Notre expérimentation a été réalisée dans le laboratoire d’écologie animale au niveau

de ’université Abderrahmane Mira de Bejaia.

1.1. Matériels
1.1.1. Matériels biologiques

1.1.1.1. Le sperme épididymaire bovin
Le sperme épididymaire a été recueilli sur des testicules des taureaux récupérés au

niveau de ’abattoir de Bejaia t6t le matin juste aprés 1’abattage puis transportés au laboratoire
a une température ambiante. La semence contenue dans la région caudale de 1’épididyme a été

récupéré a I’aide de la méthode de ringage rétrograde « retrograde-flushing ».

1.1.1.2. Plasma sanguin bovin
Les echantillons de sang ont été collectés sur des vaches de différents états corporels

appartenant a plusieurs élevages d’Amizour. Ces prélévements sanguins ont été obtenus a
partir de la veine caudale, par le vétérinaire traitant, dans des tubes contenant du citrate de

sodium (figure 9).

23/2/2016 15:31

Figure n°9 : Sang complet des vaches prélevé dans des tubes contenant du citrate de

sodium.
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1.1.2. Produits chimiques utilisés
— Solution de chlorure de sodium NaCl 0,9%.

—  NazHPO4 base
— NaH2PO4 acide
- H20:2 (30%)

- Eaudistillée

1.1.3. Matériels de laboratoire utilisés
— Centrifugeuse

Figure n°10 : centrifugeuse de marque ALC centrifugette 4206

- Analyseur informatique : I’analyse des parametres spermatique a été réalisée par un

analyseur informatique de marque SCA (Sperm class analyser).

Figure n°11 : analyseur informatique de marque SCA
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— Sonicateur :

Figure 12 : Sonicateur VCX 130 (130 watts)

1.2. Méthodes

1.2.1. Collecte du sperme épididymaire
Le contenu de la région caudal de 1’épididyme est récupéré a I’aide de la méthode de

ringage rétrograde « retrograde-flushing ». Effectuée comme suite :

Dissection de I’épididyme :
— Les tissus qui enveloppent le testicule et 1’épididyme ont été enlevés a I’aide d’une lame

tranchante (Figure 13).

iR

Figure n°13 : Testicule aprés 1’avoir dépourvu de la tunique vaginale.
— L’¢épididyme et le canal déférent ont été complétement isolés du testicule, rincés et séchés
avec du papier absorbant. (Figure 14).
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Figure n°14 : Epididyme juste apres sa dissection du testicule.

Le canal déférent a été épuré des tissus en exces et la queue de 1’épididyme a est isolé

avec les vaisseaux sanguins.

Récolte de la semence :

La semence a été récoltée avec la méthode rétrograde (figure 15-a) : I’aiguille d’une
seringue remplie de 1 ml d’NaCl et d’air est introduite dans la lumiére du canal déférent ;
Une incision a €été réalisée au niveau de la queue de 1’épididyme tout en faisant attention a
ne pas toucher les vaisseaux sanguins afin d’éviter toute contamination de la semence
avec le sang ;

Un tube gradué (eppendorf) a été placé juste au-dessous de I’incision réalisée afin de

récolter la semence (figure 15-b).

3/5/2016 9:47

Figure n°® 15 : récolte de sperme avec la méthode rétrograde.
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1.2.2. Traitement des échantillons du sang
Les échantillons de sang collectés au niveau des élevages ont été transportés dans une

glaciére au laboratoire, dans 1’heure, et ont été centrifugés a 5000 rpm pendant 15 min et le

plasma a été récupéré et conservé a - 4°C jusqu’au jour de leur utilisation.

23/2/2016 16:00

Figure n° 16 : Plasma récupérés apres centrifugation des échantillons de sang.

1.2.3. Dilution du sperme et des échantillons de plasma

1.2.3.1. Dilution du sperme épididymaire
Le sperme a été pré-dilué pour avoir une concentration d’environ 200 millions

spermatozoides/ml soit un rapport de dilution de 1:10 (1 ml de sperme frai dans 9 ml de la

solution physiologique).

Le volume obtenu du sperme pré-dilué (10 ml) a été divisé en deux : 8.6 ml pour
I’étude du stress oxydatif (pour avoir une concentration finale aprés co-incubation avec le
plasma de 100 millions de spermatozoides/ml) et 1.4 ml pour I’étude de la mobilité. Ce
volume destiné a 1’étude de la mobilité a été encore dilué a 1 :2 avec la solution saline (pour
avoir une concentration finale aprés co-incubation avec le plasma de 50 millions de

spermatozoides/ml).

1.2.3.2. Dilution de plasma :
Le plasma a été dilué a 2 :5 (pour avoir une concentration finale aprés co-incubation

avec le sperme de 20%).

1.2.4. Co-incubation du sperme avec le plasma

1.2.4.1. Pour I’évaluation de la mobilité
Le sperme dilué a été ajouté aux échantillons de plasma dilué avec un taux de 1 :2

(pour une concentration finale de 50 millions de spermatozoides /ml). L’ensemble a été
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incubé pendant 10 min a température ambiante. La mobilité a été mesurée a TO (aprés 10 min
de la co-incubation), a T1 (aprés 1h), a T2 (apres 2h), a T3 (apres 3h), a T4 (apres 4h), a T5
(aprés 5h) et a T6 (apres 6h) a I’aide de I’analyseur informatique de sperme SCA (sperm class
analyzer) en suivant le protocole suivant : Un volume de 10 ul de chaque mélange a été placé
dans une chambre de Makler, puis observée sous microscope a contraste de phase relié au
CASA avec un grossissement 10 : Trois champs différents ont été analyseés pour chaque
échantillon.

Pour chaque spermatozoide mobile, 8 parametres ont été enregistrés par le CASA : la vitesse
curvilinéaire en um/s (VCL), la vitesse de progression linéaire en um/s (VSL), la vitesse
selon la trajectoire moyenne um/s (VAP), I’amplitude de déplacement latéral de la téte en um
(ALH), la fréquence de croisement de la trajectoire en Hz (BCF), la linéarité en % (LIN =
VSL/VCL), la rectitude ou straightness en % (STR = VSL/VAP) et I’oscillation ou wobble en
% (WOB = VAP/VCL).

1.2.4.2. Pour I’évaluation du stress oxydatif par le test a I’hémoglobine
Le sperme pré-dilué a été ajouté aux échantillons de plasma dilué a un taux de 1 :2 (pour une

concentration finale de 100 millions de spermatozoides/ml) et le mélange a été incubé pendant

4 h a température ambiante.

Au bout de ces 4 h de co-incubation, les échantillons ont été soumis a une centrifugation (800
xg ; 10min) afin d’éliminer le surnageant (le plasma+diluant) et garder le culot (les cellules
spermatiques). Ce dernier (le culot) a été dilué dans 1500 ul d’eau distillée et a été soumis a
deux cycles de sonication (traitement par ultrasons) de 40 s chacun avec un temps de repos de

40 s. le but de cette étape est de libérer le contenu cellulaire des spermatozoides.

Les échantillons ayant subi le traitement par ultrasons ont été centrifugés (6000xg ; 15min)
afin d’éliminer le culot (comportant les debris des cellules spermatiques) et garder le
surnageant (comportant le contenu des spermatozoides). Ce dernier a été conservé a -25C°

pour une utilisation ultérieure.
Test a I’hémoglobine :

Aprés décongélation des surnageants renfermant les contenus des cellules spermatiques, 100
Ml de ces surnageants ont été co-incubés avec 100 pl de I’hémoglobine pendant 30 min au
bout desquels 4900 pl de I’eau distillée ont été ajouté afin de diluer ’hémoglobine et 800 pl

de H202 (a une concentration finale de 50 mM) ont été additionné pour initier et provoquer un
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stress oxydatif. Immédiatement apres, 1’absorbance a 412 nm (longueur d’onde d’absorption
de I’hémoglobine) a été lu (& TO & T6, T16 et T21 h) pour chaque échantillon apres
¢limination de I’absorbance du blanc (préparé en méme temps que de 1’échantillon), contenant

tous les réactifs et produits (surnageant, eau distillée et H202) dépourvu de 1’hémoglobine.

Afin de vérifier un éventuel effet (anti ou pro oxydant) des surageants sur 1’hémoglobine,
deux témoins (négatif : contenant de 1’hémoglobine diluée uniquement sans initialisateur du

stress oxydatif H202 ; et positif contenant I’hémoglobine diluée et H2O-) ont été ajoutes.
Résumé des composantes du test :

— Témoin positif oxydé par le H202 (100 ul d’HG + 800ul de H202 + 5000 pl d’eau
distillée) (Blanc du témoin + : 800ul de H202 + 5100 ul d’eau)

— Témoin négatif non oxydé par le H202 (100 ul d’HG + 5800 pl d’eau) (Blanc du
témoin négatif : (5900 eau distillée)

— Echantillons : (100 pl surnageant + 100 ul d’HG) + 4900 pl eau distillée + 800 pl de
H202 (Blanc de 1’échantillon : 100 pl de surnageant + 800ul de H202 + 5000 pl
d’eau distillée).

— Témoin : 100 pl de surnageant + 100 ul de 1’hémoglobine + 4900 ul d’eau distillé +
800 ul de H202

1.3. Analyses statistiques
Toutes les analyses statistiques ont été effectuées a 1’aide du logiciel Microsoft R open

version 3.2.3.

Les données fournies par le CASA ont été importées dans un fichier unique. D’un part, la
totalité des données ont été utilisées pour étudier la variation du % de spermatozoides mobiles
(la mobilité totale) en fonction du BCS par analyse de la variance.

Par ailleurs, les données concernant les spermatozoides mobiles ont été traitées par des
analyses multidimensionnelles afin de caractériser les sous-populations de spermatozoides en
fonction des caractéristiques de leur mouvement.

Préalablement a [I’application des méthodes multidimensionnelles, les paramétres
spermatiques ont été transformés et standardisées en vue de normaliser leur variance.

Les données ont subi par la suite les analyses multidimensionnelles : une classification de
type k-means (non hiérarchique) qui a abouti a la formation de 15 groupes de spermatozoides,
suivie d’une deuxiéme classification hiérarchique, qui a réduit le nombre de groupe a 3 (les

sous-populations). Ces sous-populations ont été caractérisées par des statistiques descriptives.
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L’effet du BCS et du temps sur le % de spermatozoides assignés a ses sous-populations des

spermatozoides a été exploré par I’analyse de la variance.
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Résultats

2.1. Effet du plasma sur la mobilité totale

a. Effet du plasma par rapport au témoin

L’effet du plasma sur le pourcentage de spermatozoides mobiles a été significatif par
apport au témoin durant toute la durée d’incubation. En effet, le pourcentage des
spermatozoides mobiles a été plus élevé (P<0.05) en présence du plasma par rapport au
témoin sans plasma et ce quel que soit le BCS, excepté a t6 ou le plasma provenant de vaches

grasses (BCS =4 a 4.5) a eu un effet similaire a celui du témoin (figure 17).

b. Comparaison des effets entre BCS

Le plasma a stimulé la mobilité totale indépendamment du BCS a t0, t3 et t5 (Figurel7?).
Durant les points temporels restant, le plasma provenant de vaches ayant un BCS de 3 a eu
plus d’impact positif sur le pourcentage de spermatozoides mobiles (P<0.05) par rapport a
tous les autres BCS a t2, par rapport aux vaches maigres (BCS=15a2atletBCS=15a
2.5 a t4) et par rapport aux vaches grasses (BCS =4 a 4.5) at2, t3 et t6.

Le plasma provenant de vache ayant un BCS de 3.5 a également influencé la mobilité
spermatique plus que celui des vaches grasses (t2, t4 et t6) mais d’une maniére moindre par

rapport a celui des vaches a BCS = 3.

c. Evolution dans le temps
La mobilité totale est restée faible (40 a 60%) et stable (aucune différence significative
n’a été notée entre les différents points temporels : (P>0.05) pour le témoin (sans plasma)

durant toute la durée d’incubation.

Par contre, le pourcentage de spermatozoides mobiles est resté a des niveaux plus élevés
(de 60% a plus de 90%) pour les échantillons contenant du plasma durant les 6 heures
d’incubations (mis a part pour BCS =4 a 4.5 pour lesquels ce pourcentage descend jusqu’aux

alentours de 50% a t6).

Par ailleurs, la mobilite totale a été plus stable pour les échantillons renfermant du plasma
provenant de vaches de BCS moyens (de 3 a 3.5) par rapport aux autres et ceci, est plus
valable pour les échantillons incubés avec le plasma de vaches grasses pour lesquels le profil
d’évolution est le plus instable (Figure 18).
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2.2. Effet du plasma sur les sous populations des spermatozoides

2.2.1. Description des classes

Tableau 4 : Caractéristiques des sous-populations de spermatozoides

Parameétre spermatique classel classe2 classe3
n sptz (%) 25 698 18913 13057
(44.5%) (33.0%) (22.5%)
VCL pm/s 73,19 67,39 21,46
VSL pum/s 49,94 19,44 3,75
VAP pm/s 58,14 39,11 10,49
ALH pum 2,98 3,94 1,61
BCF hz 5,63 4,37 2,34
LIN % 68,6 30,04 19,19
Str % 85,1 51,94 36,48
WOB % 80,27 58,14 50,21

Le tableau montre que les spermatozoides de la sous-population 1 (classe 1) sont les
plus rapides (valeurs de VCL, VSL et VAP les plus élevées), les plus vigoureux (valeur de
BCF la plus élevée et celle de I’ALH qui est assez élevée) et les plus linéaires (valeurs de
LIN, STR et WOB également les plus élevés) par rapport aux deux autres sous-populations
(classes 2 et 3). Cette sous-population constitue la plus large des trois en incluant 44.5% de la
population totale des spermatozoides motiles.

A I’opposé, la 3¢ sous-population (classe 3) représente les spermatozoides les plus lents,
les moins vigoureux et les moins linéraires vues les valeurs des paramétres qui caractérisent
cette classe (Tableau 4). Elle représente également la sous-population la plus restreinte en
terme de pourcentage de spermatozoides mobiles qu’elle renferme (22.5%).

La classe 2, quant a elle, elle rassemble les spermatozoides dont le mouvement latéral
de la téte est le plus large (valeur ALH la plus élevée). Pour les autres parameétres, les
spermatozoides assignés a cette classe possédent des valeurs intermédiaires par rapport aux
deux précedentes (classe 1 et 3). Elle inclus 33% du nombre total de spermatozoides mobiles.

Dans la suite de cette étude, I’intérét a été porté uniquement sur la classe 1 qui englobe

les spermatozoides qui ont le profil de spermatozoides hyper-activés.
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2.2.2. Effet du BCS sur la sous-population des spermatozoides les plus rapides (SP1)

a. Effet du plasma par rapport au témoin

Comme il a été constaté auparavant pour la mobilité globale, le pourcentage des
spermatozoides les plus rapides et les plus vigoureux (classe 1) a été plus élevé en présence
qu’en absence (témoin) du plasma et ce a partir de t1 jusqu’a t5 et ce quel que soit le BCS des

vaches a partir desquelles il a été prélevé.

b. Comparaison des effets entre BCS

La aussi, comme ca é€té constaté pour la mobilité totale, le pourcentage de
spermatozoides assignés a la sous-population 1 a été plus important (P<0.05) dans les
échantillons renfermant du plasma provenant de vaches de BCS de 3 par rapport aux
échantillons renfermant du plasma provenant de vaches les plus maigres : BCS = 1-1.5 (a t2),
de vaches grasses : BCS=4-4.5 (a t2, t3 et t5) et de vaches de BCS = 3.5 (de t1 a t3) (Figure
19).

c. Evolution du pourcentage des spermatozoides les plus rapides dans le temps

Le pourcentage des spermatozoides les plus rapides et les vigoureux (classe 1) a été
stable durant toute la durée d’incubation et ce quel que soit le milieu dans lequel les
spermatozoides ont été incubés, en présence ou en absence du plasma. Cependant, le
pourcentage de spermatozoides assignés a cette sous-population (classe 1) a été plus élevé ety
est reste a des niveaux plus élevés dans les échantillons qui contiennent du plasma (40 a 60%

vs 10 a 40% pour le témoin) (Figure 20).

2.1.4. Statut oxydatif
a. Effet du plasma par rapport au témoin

A I’exception de t0, Il apparait clairement, a partir de la (figure 21), que I’hémoglobine
a été mieux protégée dans les échantillons ayant été incubés auparavant avec le plasma durant

toute la durée de suivi par apport au témoin (non incubé préalablement avec le plasma).

Comparativement au témoin + (comportant ’HG, dépourvu du contenu spermatique et
expos¢ a l’action de H202), I’absorbance de I’'HG incubée avec ces échantillons
préalablement traités par le plasma a été, durant toute la durée de suivi, inférieure a celle de ce

témoin-—.
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b. Comparaison des effets entre BCS

Les echantillons ayant été incubés avec le plasma provenant de vaches ayant un BCS compris
entre 2.5 et 3.5 semblent avoir plus d’impact positif sur la protection des spermatozoides
contre le stress oxydatif a partir de t16 par rapport aux autres BCS. Avant ce temps, les

absorbances de I’HG ont été similaires entre les différents BCS.

c. Evolution en fonction de temps

Alors que I’absorbance de I’hémoglobine au niveau du témoin (non préalablement
incubé en présence du plasma) a connu une variation entre 0.38 & 0,72 en connaissant une
série de baisses importantes a chaque heure a tl, t2 et a t3, I’absorbance de I’hémoglobine
dans les échantillons préalablement incubés avec le plasma, indépendamment du BCS, a été
maintenue a des niveaux élevés, dépassant 0.60, jusqu’a t6, avant de s’effondrer a t21 d’une
maniére dépendante du BCS, pour atteindre ~0.49 pour les BCS 1.5-2 et 4-4.5 et plus de 0.55
pour les BCS 2.5, 3 et 3.5.
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Discussion

L’incubation des spermatozoides en présence du plasma a eu un effet positif sur la
mobilité spermatique. En effet, il a été rapporté que le plasma de sang frais a un effet
bénéfique sur la mobilité des spermatozoides (Binor et al., 1981). Chez I’humain, 1’effet
stimulant de plasma de la femelle sur la motilité des spermatozoides a été signalé par de
nombreux auteurs (Liu et al., 1986 ; De Lamirande et al., 1991 ;Akerlof et al.,1989). Cet effet
positif a été également démontré chez le chien (lguer-ouada et Verstegen,2001). En outre,
certains auteurs ont recommandé la supplémentation de plasma pour améliorer les taux de

fertilité dans la procréation médicalement assistee (AMP) (Liu et al.,1986).

L’effet positif et persistant du plasma a été notamment mis en évidence
comparativement au témoin qui contient la solution physiologique seule. Un résultat similaire
a été rapporté par Panidis et al. (Panidis et al. 1982) qui ont exploré ’effet du plasma humain

sur la mobilité spermatique par comparaison a la solution saline.

Cet effet stimulateur du plasma ou du sérum sur la mobilité a été associé a plusieurs
composants contenus dans ces liquides notamment I’albumine et surtout des glycoprotéines
appelées (FMSP : forward motility stimulating proteins) qui ont été isolées du sérum de buffle
(Mandal et al. 2006).

Par ailleurs, le plasma a eu un impact positif sur le pourcentage de spermatozoides les
plus actifs (classe 1). Les spermatozoides regroupés dans cette sous-population
représenteraient ceux qui sont probablement les plus susceptibles de féconder un ovule.
L’hyperactivation, la capacitation et la réaction acrosomiques des spermatozoides par le
plasma /sérum a été largement rapporté dans la bibliographie et chez plusieurs espéces
(Barros et al. 1972; Mbizvo et al. 1990; Csiba et al. 2015).

D’un autre c6té, le plasma provenant de vaches ayant un BCS de 3 a eu plus d’impact
positif sur le pourcentage de spermatozoides mobiles total et les plus actifs (classe 1); de
méme, le plasma provenant de vache ayant un BCS de 3.5 a également influencé la mobilité
spermatique plus que celui des vaches grasses. En effet, dans plusieurs études, le BCS moyen
a été associé aux meilleures performances de reproduction et au meilleur développement des
gametes alors que les BCS faibles et élevés ont été associés avec la degradation du
développement des gameétes et aux mauvaises performances de reproduction (Oba et al.
2013).
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Enfin, 1l apparait clairement que I’hémoglobine a été mieux protégée dans les
échantillons ayant été incubés auparavant avec le plasma durant toute la durée de suivi par
apport au témoin qui ne 1’a pas été. Ceci suggeérerait que le plasma posséderait des systemes
de défenses antioxydants dont le spermatozoide est dépourvu. En effet, Il a été démontré que
I'albumine de sérum bovin BSA protege le sperme de lapin et les hommes contre les radicaux
libres (Alvarez & Storey, 1983) et stimule leur motilité (Ashrafi et al.,2013). Par ailleurs,
Chen et al. (Chen et al. 1993) ont rapporté que la présence du sérum réduit la peroxydation
lipidique des spermatozoides et cette réduction de la peroxydation lipidique a été associée a

une réduction de la perte de leur mobilite.
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Conclusion et perspective

Le principal objectif de ce travail a été d’étudier I'influence de plasma prélevé de

vaches de différents états corporels sur la mobilité et le statut oxydatif des spermatozoides.

Notre approche expérimentale a, d’abord, consisté a montrer 1’effet de plasma sur la
mobilité totale et sur celle de la sous-population des spermatozoides les plus actifs. Nous
avons utilise comme témoin le milieu de dilution du sperme (la solution physiologique de
NaCl a 0.9%) et le plasma traité pour examiner un éventuel effet des BCS sur la mobilité des
spermatozoides. D’autre part, on a essayé de montrer ’effet de stress oxydatif sur les

spermatozoides et de le relier a la mobilité.

Apres les tests effectués, il s’est avéré qu’en général, le plasma, a amélioré la mobilité
totale et a stimulé le pourcentage de spermatozoides les plus rapides, les plus vigoureux et les
plus linéaires (classe 1) qui représentent la sous-population de spermatozoides mobiles les
plus susceptibles, parmi les trois sous-populations, de féconder un ovule. En outre, le plasma
issu de vaches a BCS moyen s’est distingué en montrant non seulement un effet significatif

plus que les autres traitements et témoin mais en plus cette influence persistée dans le temps.

Par ailleurs, le test a ’hémoglobine a révélé que I’hémoglobine, et par déduction, les
spermatozoides sont mieux protégés contre le stress oxydatif en présence du plasma par
apport au témoin sans plasma et ce quel que soit le BCS. D’autre part, le plasma provenant de
vaches ayant des BCS de 2.5 a 3.5 semblent avoir plus d’impact positif sur la protection des
spermatozoides contre le stress oxydatif a partir de t16 par rapport au témoin sans plasma et
aux autres BCS. Il est important de souligner la convergence des deux types de résultats :
ceux de la mobilité totale et spécifique des spermatozoides les plus actifs d’un coté et ceux du
test a ’hémoglobine et ceci suggererait que 1’amélioration constatée de la mobilité peut étre

expliquée en partie par I’amélioration du statut oxydatif.

Enfin, ces résultats obtenus permettent de souligner I’effet bénéfique qu’apporte le
plasma de vache a BCS moyen sur la mobilité et le statut oxydatif des spermatozoides qui
pourrait étre utilisé comme supplémentation pour augmenter la mobilité des spermatozoides

et, par conséquent, ameliorer la fertilite.
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