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Introduction

Les infections des voies urogénitales sont un facteur étiologique important dans la
stérilité masculine, représentant 5 a 12% des consultations sur l'infertilité(Schulz, Sanchez et
al 2010).Bien que de nombreuses études aient examiné l'impact des infections des voies
génitales sur la fertilité masculine, I'effet de la bactériospermie sur la qualité du sperme est
encore controversé(Kohn et al., 1998).

Les inflammations des voies urogénitales et les infections sont censées étre responsables
de jusqu'a 15% des cas d'infertilité masculine. Les inflammations et les infections locales
comprennent l'urétrite chronique, l'orchite, 1'épididymite, la prostatite, la vésiculite et
I'obstruction du tractus séminal(Fraczek & Kurpisz, 2015). Cependant, ceux-ci se produisent
rarement dans une seule glande, ce qui complique leur diagnostic et le traitement approprié. Le
processus inflammatoire et son effet néfaste sur le sperme dépend du type de facteur initiateur,
du type et de l'activation des leucocytes infiltrants, de la durée de contact des spermatozoides
avec des médiateurs inflammatoires et de la prédisposition génétique a la réponse
inflammatoire. La majorité des troubles inflammatoires dans le tractus génital masculin sont
d'origine infectieuse(Fraczek & Kurpisz, 2015).

Les bactéries, les virus et les champignons responsables de l'infection du sperme
peuvent provenir des voies urinaires ou étre transmissibles sexuellement; leurs roles dans
l'infertilité masculine a été discuté ces dernieres années(Fraczek & Kurpisz, 2015).La plupart
des données concernent les agents causaux bien connus d'infections du tractus urogénital,
telles que Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Ureaplasma
urealyticum, Mycoplasma Hominis et Chlamydia trachomatis. Cependant, certains auteurs ont
suggéré que d'autres bactéries, responsables de la colonisation et de la contamination du
tractus urogénital masculin, pourraient également contribuer a la diminution de la qualité du
sperme(Fraczek & Kurpisz, 2015).

Le traitement antibiotique chez les patients atteints d'infections du tractus séminal ne
doit pas étre effectué principalement pour préserver les fonctions du sperme, mais aussi
pour éviter l'infection de la partenaire féminine et les troubles cliniquement pertinents des
testicules, des épididymes et des glandes accessoires(Kohn et al., 1998).L’utilisation
adéquate des antibiotiques permet d'améliorer les parameétres du sperme avec une réduction

appropriée du nombre des leucocytes dans le liquide séminal et de la production des especes




Introduction

réactives d’oxygenes(Clinic, Ave, Sinai, Angeles, & Urological, 2008).Mais aussi une
amélioration de la réaction d’acrosome(Kohn et al., 1998).

Le phénomene de résistance aux antibiotiques est en émergence, le niveau de
résistance des souches de I’espece E. coli s’est considérablement modifié avec 1’apparition
dans les années 2000 de souches productrices de béta-lactamases a spectre élargi surtout de
type CTX-M conférant une résistantes aux céphalosporines de troisiéme
génération(Denamur & Picard, 2012).C’est dans ce contexte que s’inscrit notre projet qui se
focalise sur 'utilisation de la cellule spermatique comme sujet d’étude de I’impact de
souches bactériennes sensibles aussi que résistantes sur les paramétres spermatiques.

Pour ce faire, nous avons infectéin vitro le sperme humain par des souches sensibles
et résistantes essentiellement aux béta-lactamine et ensuite comparer les parameétres de
mobilité spermatique a 1’aide d’un outil informatique, sperme classe analyser SCA.

Cette étude est donc entreprise d’une part dans 1’objectif de déterminer les espéces
bactériennes incriminées dans les infections génitales masculines et d’autre part d’étudier
I’impact des souches d’E. coli résistantes aux antidotiques et leurs profils de virulence sur

les parametres spermatiques.

)



[.  Synthese bibliographique

I.1 Infections bactériennes du tractus uro-génital masculin

I.1.1 Urétrite

L’urétrite est définit comme une inflammation de 'urétre, le canal conduisant 1'urine
depuis la vessie jusqu'a l'extérieur de I'organisme, et des glandes péri-urétrales. Elle est le plus
souvent d’origine bactérienne et probablement sexuellement transmissible (Chanal, 2014). La
décharge urétrale et les troubles de la vessie sont les symptdmes prédominants de I'urétrite
aigué.

La symptomatologie est habituellement aigué : apreés une incubation de 3 a 10 jours, il
apparait un écoulement urétral, un signe le plus fréquent, classiquement important, épais et
purulent. Les signes généraux peuvent &tre marqués (fievre si complication). Des troubles
mictionnels sont fréquents : briilures mictionnelles, briillures et douleurs urétrales, pollakiurie,
dysurie, impériosités mictionnelles (Ouattara et al. 2013).

Les urétrites sont le plus souvent causées par Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia
trachomatis, Ureaplasma urealyticum et Mycoplasma genitalium (Chanal, 2014). Dans
certains cas, néanmoins, aucun germe pathogene n’y est responsable mais plutot des germes
banaux tels que les Entérobactéries, les Streptococcus, les Staphylococcus, les Entérocoques

....etc. (Kilin et al. 2009).
I.1.2 Prostatite

La prostatite est une inflammation du parenchyme de la glande prostatique, le plus
souvent d’origine microbienne. La contamination bactérienne de la glande prostatique peut
résulter d'une contamination urétrale, le plus souvent, ou d'une contamination par voie
hématogene beaucoup plus rarement. Les bactéries a Gram négatif sont retrouvées dans 95 %
des cas, largement dominées par Escherichia coli (80% des cas). Quant aux bactéries a Gram
positif, elles représentent uniquement 5 % des infections bactériennes, essentiellement

représentées par staphylocoques, streptocoques et entérocoques (Navratil, 1999).

La recherche épidémiologique au cours de la derniere décennie a indiqué que la
«prostatite» €tait I'un des principaux problemes de santé médicale en urologie. Ceci représente
le diagnostic urologique le plus courant chez les hommes de moins de 50 ans (Weidner,

Krause, & Ludwig, 1999).

]
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1.1.3 Epididymite
L’épididymite désigne I’inflammation de I’épididyme. Elle touche surtout 1’adulte jeune
avec un pic de fréquence entre 20 et 40 ans. Elle est bilatérale dans pres de 10 % des cas. Le
plus souvent, elle est secondaire a une infection et la voie habituelle de dissémination est
rétrograde différentielle. De la puberté a 35 ans, I’épididymite est fréquemment sexuellement
transmissible. Les germes en cause sont essentiellement Chlamydia trachomatis et Neisseria
gonorrhoeae. Avant la puberté et apres 35 ans, 1’épididymite entre dans le cadre habituel des

infections urogénitales (IUG) dont les entérobactéries sont souvent responsables (Delavierre,

2009).

I.1.4 Orchite

L’orchite désigne I’'inflammation du testicule. Le plus souvent, elle est également
secondaire a une infection. La voie de dissémination est soit hématogene, notamment virale
(I’exemple le plus typique est I’orchite ourlienne), soit directe au contact d’une épididymite, il

s’agit alors d’une orchiépididymite vraie (Delavierre, 2009).

I.2. Impacte de la contamination bactérienne sur la fertilité masculine

Les infections du tractus uro-génital masculin représentent jusqu'a 15% des cas de
stérilit¢ masculine(Moretti et al., 2009). Les processus infectieux uro-génital causés par
certaines bactéries peuvent nuire a la fertilit¢ par différents mécanismes, y compris la
détérioration de la spermatogenese, 1'altération de la fonction du sperme et 1'obstruction du
tractus séminal (Keck et al, 1998).Les données cliniques et expérimentales suggerent que la
bactériospermie et la leucocytopermie peuvent inhiber la fertilit¢é masculine en affectant les
caractéristiques du sperme directement ou indirectement en agissant sur les systeémes de

régulation (Fraczek & Kurpisz, 2015).

I.2.1. Impact direct
Les processus infectieux peuvent entraver la fertilit¢ par différents mécanismes, y
compris la détérioration de la spermatogenese, l'altération de la fonction du sperme et

l'obstruction du tractus séminal (Keck et al., 1998). Les micro-organismes peuvent affecter la
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fonction reproductrice masculine directement, en provoquant l'agglutination du sperme
mobile, réduisant ainsi la capacité de réaction de 1'acrosome et provoquant des altérations de la
morphologie cellulaire(Moretti et al., 2009).

Il existe de nombreuses études démontrant que l'invasion bactérienne pourrait contribuer
a la détérioration de la qualité du sperme visible dans l'analyse systématique du sperme, en
particulier chez les hommes infertiles. L'adhésion étroite entre les bactéries et les gameétes
males a été observée pour E. coli, C. trachomatis, T-mycoplasma, et U. urealyticum (Fraczek &
Kurpisz, 2015). Dans une étude morphologique in vitro, 1'adhésion de Staphylococcus (S.)
hémolytiques et Bacteroides ureolyticus ont également été assistée. Particuliérement les
souches d’E. coli, elles sont connues pour leur capacité a immobiliser et a endommager la
morphologie des spermatozoides par contact direct, médié par des organites de fixation telles
que les pilis et les fimbriae sensible au mannose, néanmoins, une forte incidence de souches
d’E. coli productrices de P-fimbriae a été rapportée dans la prostatite aigué (Fraczek &
Kurpisz, 2015).

Les effets néfastes de nombreux agents pathogénes microbiens sur les spermatozoides
résultent non seulement de l'adhérence étroite des cellules en interaction, mais aussi de
I'expression d'autres facteurs de virulence, tels que les lipopolysaccharides (LPS), le facteur
nécrosant cytotoxique, les a et B-hémolysines, et de la libération de facteurs spermatotoxiques
solubles tels que le facteur d'immobilisation du sperme (SIF).Par exemple, les hémolysines des
souches d’E. coli pourraient étre impliquées dans le mécanisme moléculaire qui modifie
l'intégrité de la membrane. A son tour, le SIF peut inhiber la motilité et la viabilité du
spermatozoide en réduisant l'activité de 1'ATPase mitochondriale (Fraczek & Kurpisz,
2015).Cependant, une perte de motilité de spermatozoide associée a l'intégrité du potentiel de la
membrane mitochondriale du sperme au cours d'une infection expérimentale du sperme in
vitro a également été signalée en présence de bactéries qui ne produisent pas de SIF, comme le
pathogeéne connu C. Trachomatis et le S. haemolyticus conditionnellement pathogeéne et B.
ureolyticus (Fraczek & Kurpisz, 2015).

Il existe une controverse constante concernant le rdle biologique des leucocytes
présentent dans le sperme. Certains auteurs ont indiqué un manque de lien entre la
leucocytospermie et la diminution de la qualité du sperme, cependant, la grande majorité des

rapports cliniques et expérimentaux in vitro ont montré une association directe entre la

]
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leucocytospermie et la détérioration des parametres du sperme, en termes du nombre total de
spermatozoides, de motilité, de la morphologie et la viabilité du sperme. D'autre part, les
altérations observées des parameétres de sperme standard accompagnant la leucocytospermie
n'ont pas toujours été associées a une diminution de la capacité fertilisante du sperme, en
particulier dans les procédures de conception assistée. Cependant, la diminution de la fonction
du sperme reflétée dans le test de la pénétration du sperme « sperm penetration assay » (SPA),
signifie le dosage de pénétration des spermatozoides, était visible lorsque des leucocytes
étaient utilisés avec des bactéries (Fraczek & Kurpisz, 2015).

Pres de 90% des leucocytes présentent dans le sperme pendant 1'infection par le sperme
bactérien sont des cellules phagocytaires telles que les granulocytes polymorphonucléaires
(PMN) et les macrophages. A ce jour, on sait peu de choses sur les associations directes entre
la présence de macrophages dans le sperme et l'infertilité masculine mais, certains auteurs ont
suggéré que les macrophages activés sont fréquemment observés chez les hommes stériles
non-leukocytospermiques et qu'ils peuvent étre associ€s a des parametres de spermatozoides
altérés (Fraczek & Kurpisz, 2015).L'adhésion étroite des types de leucocytes, des neutrophiles
et des macrophages a la surface du sperme entraine un processus phagocytaire. Des études ont
révélé que I'immobilisation des spermatozoides humains par les leucocytes activés peut étre
médiée par trois mécanismes différents: par fixation directe entre les spermatozoides et les
leucocytes, par des processus leucocytaires au stade précoce de la phagocytose du sperme et
par absorption des spermatozoides par la phagocytose qui s'accompagne de la formation
d'especes réactives d'oxygene et d'azote et de protéases (Fraczek & Kurpisz, 2015).

Dans l'infection bactérienne du sperme, l'induction de toutes les réactions
inflammatoires dans le tractus séminal par l'activation des neutrophiles et des macrophages
peut indirectement exercer un effet néfaste sur la fertilité masculine.

Les effets inhibiteurs d'E. coli sur la motilité du spermatozoide ont été démontrés
précédemment et ont été expliqués par des agglutination des spermatozoides, la liaison des
bactéries aux spermatozoides ou la production d'un facteur d'immobilisation du sperme par E.
coli (Kohn et al., 1998).En effet, le facteur d'agglutination du sperme isolé d’E. coli était
capable de provoquer l'agglutination du sperme in vitro et la stérilité in vivo(Kaur et al., 2015).
Escherichia coli réduit la motilité du sperme grace a 1'adhésion et a I'agglutination du sperme,

provoque des changements morphologiques au niveau de la piece intermédiaire, de la

-
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membrane plasmatique et de l'acrosome, altere la fonction du sperme et augmente la
translocation de phosphatidylsérine (PS)(Schulz, Sanchez, Soto, Risopatrén, & Villegas,
2010).

L'effet des souches d’E. coli sur la réaction de 1'acrosome pourrait étre expliqué par des
interactions spécifiques ou non spécifiques entre les bactéries et les spermatozoides. Puisque
l'ionophore de calcium A23187 est un stimulateur assez peu spécifique de la réaction
d'acrosome, une réaction d’acrosome inductible (AAR) réduit peut simplement indiquer une
perte générale de qualité du sperme par E. coli. Cette souche est également connue pour se
lier aux résidus des sucres qui se retrouvent a la surface des spermatozoides (mannose,
galactose). Ces résidus sont également impliqués dans les interactions sperme-ceuf (Kohn et

al., 1998).

I.2.2. Impact indirect
1.2.2.1. Role du stress oxydatif

Les especes réactives d’oxygene (ROS ou DRO sont des produits physiologiques du
métabolisme cellulaires qui peuvent devenir nuisibles pour de nombreuses cellules dont les

spermatozoides une fois sa concentration est importante (Methorst, Huyghe, & Ros, 2014).

Le role des especes réactives d'oxygene (ROS) dans la biologie des spermatozoides est
hors doute. A des niveaux faibles, les ROS jouent un réle physiologiquement important dans
I'hyper activation du sperme, la capacitation et la réaction d'acrosome. A des niveaux plus
élevés, ils provoquent un stress oxydatif qui limite le potentiel de fertilisation (Fraczek &

Kurpisz, 2015).

Il est bien documenté que les bactéries elles-mémes stimulent I’hyperproduction de ROS
ce qui induire le stress oxydatif responsables de la destruction des membranes de
spermatozoides, entrainant une Sous-fécondité exprimée en réduction des ovocytes pénétrés

(Fraczek& Kurpisz, 2015).

]
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1.2.2.2. Apoptose / nécrose

L'apoptose est un processus naturel qui régule le nombre de spermatozoides a travers les
étapes de la spermatogenese, c’est l'un des principaux mécanismes par lesquels les
spermatozoides anormaux ou morts sont €éliminés. Cependant, l'induction d'un processus
apoptotique dans le sperme humain éjaculé est encore controversée. Plusieurs auteurs ont
suggéré I'implication de l'apoptose des spermatozoides dans la fertilité masculine altérée avec
des conséquences pour réduire le potentiel de fertilisation des spermatozoides. Il existe de
fortes hypotheéses disant que le contact direct des bactéries et de leurs toxines avec des
spermatozoides est un signal initial pour la mort des spermatozoides par le processus
apoptotique. Ceci est mis en évidence par des études expérimentales dans lesquels différents
types de souches bactériennes ont directement augmenté les caractéristiques apoptotiques dans
les spermatozoides humains é&jaculés. L'effet pro-apoptotique des bactéries sur les
spermatozoides peut étre la conséquence d'endotoxines bactériennes, tels que les LPS, les

porines et les peptidoglycanes (Fraczek & Kurpisz, 2015).
[.2.2.3. Role des réactions immunitaires / auto-immunitaires

Une interaction entre les systémes immunitaire et reproductif est impliquée dans le
mécanisme des dommages des spermatozoides, conséquence d'une inflammation ou d'une
infection locale. La participation des facteurs immunitaires, y compris les cytokines, les
chimiokines et les facteurs de croissance, doit également étre prise en compte. (Fraczek &
Kurpisz, 2015).

La principale source de facteurs immunitaires dans le tractus reproducteur masculin est
les testicules, ou ils sont impliqués dans la régulation de la spermatogenese et le maintien de
I'immunosuppresseur privilégié des gonades. La production locale de cytokines dans les
glandes sexuelles secondaires: la prostate, glandes de Cowper et les vésicules séminales,
indépendamment de la spermatogenese, a également été postulée. Les cytokines produites et
libérées en grande quantité par des leucocytes infiltrés (comme les macrophages, les
lymphocytes, les monocytes et les cellules dendritiques) soutiennent les mécanismes de
défense de I'hdte dans les cas d'infection locale, mais participent également a diverses
réactions physiopathologiques comme 1’altération des spermatozoides(Fraczek & Kurpisz,
2015).
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L’impact de I’infection bactérienne sur la fertilité masculine est évident, néanmoins, et a
ce jour, aucune étude n’a démontré 1’effet que pourrait avoir les bactéries résistantes aux
antibiotiques sur les parametres spermatiques humains. Cette étude est donc entreprise d’une
part dans I’objectif de déterminer les especes bactériennes incriminées dans les infections
génitales masculines et d’autre part d’étudier 1’'impact des souches d’E. coli résistantes aux
antidotiques sur les parametres spermatiques. Pour ce faire, nous avons réalisé en premier lieu
une étude rétrospective et en deuxieme lieu, nous avons infecté artificiellement une semence
humaine par des souches d’E. coli résistantes aux antibiotiques.

IL. 1. Etude rétrospective et recueil de données

La premiere partie de notre travail est une étude rétrospective réalisée sur une période de
deux ans allant du mars 2015 au mars 2017au niveau du laboratoire d’analyses médicales de
Dr. Moualek de la willaya de Bejaia. Cette étude a inclus les patients du sexe masculin
consultants pour un probléme d’infertilité 1i€¢ a une infection bactérienne.Pour chaque patient
consultant, les données suivantes sont recueillies :

* Age du patient,

* Couleur du sperme,

* Volume du sperme,

* Viscosité, léquifaction et la motilité,

* Nombre des spermatozoides,

» La présence de certaines cellules (GB, GR, cellules rondes),

* Les anomalies qui touchent les spermatozoides (la téte ou bien le flagelle),

* Certains parameétres spermatiques de la mobilité,

* Les germes isolés ainsi que le résultat de I’antibiogramme réalisé.
I1.2. Infection artificiel de la semence

I1.2.1 Souches bactériennes
Les souches d’E. coliS02, S04, MB337, E. coli NDM et la souche E. coli KPC

résistantes aux antibiotiques ainsi que la souche de référence E. coli ATCC 25922 sensible a
tous les antibiotiques ont été utilisées. Les mécanismes de résistance ainsi que leurs traits de
virulence sont récapitulés dans le tableau ci-dessous. Pour chaque souche une suspension
bactérienne de 10° UFC/mL est préparée dans de 1’eau physiologique stérile ou dans une

solution stérile de D-mannose a 4%.

)



[I. Matériel et méthodes

Tableau I: tableau récapitulatif des mécanismes de résistance et de traits de virulence des différentes

souches d’E coli :

Souche Mécanisme de résistance aux | Nombre de geéne de virulence (groupe
antibiotiques phylogénique)

S02 CTX-M-1 5(A)

S04 CTX-M-1 19 (B1)

MB337 CTX-M-15 17(D)

NDM NDM ND

KPC KPC ND

ATCC 25922 | Sensible 32 (B2)

Légende : (A) et (Al): commensaux, (B2): E. coli pathogéne extra-intestinale (EXPEC), (D): Intermédiaire entre commensalité et

infectiosité, (ND) : non déterminée.

I1.2.2.Préparation des échantillons

Deux séries de sept tubes éppendorf sont aliquotés par 100 ul de la semence humain a
(206 millions) spermatozoides/ml. Par la suite, pour une série, 100 ul de chacune des
suspensions bactériennes préparées dans 1’eau physiologique sont ajoutées pour chaque tube.
Quant a la deuxieme série, c’est la suspension bactérienne préparée en présence de D-mannose
qui est ajoutée. Le septieme tube de chacune des deux séries est considéré comme témoin
(sans bactéries). La composition, la concentration spermatique et bactérienne de chaque

échantillon sont données par le tableau ci-dessous.

Tableau II :Tableau récapitulatif de la composition des échantillons du sperme étudiés :

Echantillons [sperme] spz/ml Souche bactérienne [bactérienne]
UFC/ml

A 1.03%10° Sans bactérie 0

B 1.03%10° E.coli ATCC 0.5%10°

C 1.03%10° S 02 0.5%10°

D 1.03%10° S 04 0.5%10°

E 1.03%10° MB 337 0.5%10°

F 1.03%10° E.coli NDM 0.5%10°

G 1.03*10° E. coli KPC 0.5%10°
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I1.2.3.Analyse informatique de la mobilité et de la cinétique des spermatozoides :

L’analyse de la cinétique des spermatozoides en présence des différentes souches
bactériennes est effectuée par I’analyseur informatique ou le systtme CASA (Computer
AssistedSpermAnalysis), dont quatre répétitions ont été réalisées, pour chaque répétition un
intervalle de 1h30 allant de TO a TS, pour générer un certains nombres de paramétres qui sont

les suivants :

I-  Le pourcentage de spermatozoides mobiles
2-  VSL (velocity straight line)
3-  Type de mobilité

g



[II. Résultats

II1.1. Données de I’étude rétrospective

II1.1.1.Données épidémiologiques

Durant notre étude rétrospective réalisée sur une période de deux ans au laboratoire de Dr.
Moualek, uniquement 30 patients ont consult¢é pour un probléme lié a une infection
bactérienne. La répartition de cette population par 4ge a montré que 1’age des patients varie
entre 23 a 62 ans avec une moyenne de 38 ans*9 ans. La figure N° 01 montre que la catégorie
d’age «33 a 40ans » est la catégorie d’age qui souffre le plus du probléme d’infection

bactérienne du sperme.
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Figure 1 : Répartition de la population par age.

I11.1.2. Résultats des parameétres spermatiques

I11.1.2.1. Résultats macroscopiques

Le volume du sperme recueillit était compris entre 0.5ml et 6ml avec une moyenne de 3.33
ml £1. Selon ’OMS (2010), le volume du sperme devrait étre compris entre 1,5 ml et 06 ml.
Nous avons noté une hypospermie (<1.5mL) chez 07 patients. Le pH moyen du sperme était
de 7,8. 1l doit étre compris entre 7.2-8, selon I’OMS 2010. Un pH alcalin supérieur a 8 est
observé chez 03 patients. Un pH au-dessous 7.2 est observé chez 7 patients. Concernant la
couleur et la viscosité du sperme, aucune anomalie n’est observée. La liquéfaction était

complete dans 19/30 échantillon et 1’agglutination est absente dans 26/30 échantillon. Les

.
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figures N° 02 et N°3 montre les résultats macroscopiques (pH, volume, liquéfaction et la

présence d’agglutinat).
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Figure 2 : Répartition de la population selon le volume du sperme et 1'écart type de pH.
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Figure 3 : répartition de 1’équifation et la présence d’agglutinat par nombre des patients.
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I11.1.2.2. Résultats microscopiques

I11.1.2.2.1. Nombre de spermatozoides par mL :

Au cours de cette étude, le nombre de spermatozoides est compris entre [0.5-210
millions/mL] avec une moyenne de 49.62 *+46.26 millions. La figure N°04, représente la
distribution du nombre de spermatozoides par millilitre. Selon I’OMS, le nombre normal de
spermatozoides doit étre supérieur a 15million/ml. Les résultats montrent que la plus part ont
un nombre entre 5 et 80 millions/mL. De ce fait, seulement 08 patients sont oligospermiques
(0-15 millions/mL), parmi eux, 3 patients ont une oligospermie sévere (<Smillions/ml) et

aucun patient n’est caractérisé comme étant polyspermique (>213mL).
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Figure 4 : Graphe en boite de la concentration spermatique par millilitre.

I11.1.2.2.2. Mobilité.

Le taux total de spermatozoides mobiles varie entre 0 et 90% avec une moyenne de
54%=25 (figure N° 05). Selon I’OMS le taux de spermatozoides mobiles totaux doit étre égal
ou supérieur a 40%, il est calculé comme suit : la somme des spermatozoides mobiles de type
(a + b + ¢) rapide, moyen et lente respectivement. Quant aux spermatozoides progressifs

rapides, leur taux varie entre 0 a 70 % avec une moyenne de 34%+20. La VSL varie entre O et
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51um/s avec une moyenne de 30+ 15 um/s. La VSL a coté du pourcentage des progressifs

rapides sont considérés comme les indicateurs les plus fiables de la qualité du sperme.
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Figure 5 : Représentation graphique des parametres de mobilité spermatique.
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II1.1.2.2.3.  Cytologie :

L’hémospermie, ou la présence du globule rouge dans le sperme, est observée chez 07
patients. Concernant la leucospermie, ou les cellules rondes, le nombre de cellules rondes

varie entre une valeur minimale de 0 a 33 cellules avec une moyenne de 4.56.

L’OMS considére comme significatif d’inflammation, et surtout s’il est associé a une
bactériospermie, un compte de leucocytes proche de 1 000 000 leucocytes par mL (seuil
considéré par tous les auteurs comme trop élevé). Des travaux ont montré que la leucospermie
pouvait n’étre que transitoire et ne pas affecter la fertilité (Cottell, 1998).D’autres auteurs ont
trouvé qu’une leucospermie entre un et trois millions/mL n’affecte pas la fonction des

spermatozoides(Kaleli et al., 1998).
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Figure 6 : Répartition de GR par échantillon.
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Figure 7 : répartition des cellules rondes.
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I11.1.2.3. Résultats microbiologique

Les résultats de la spermoculture ont indiqué la dominance des bactéries & Gram positif (S.
aureus (18 souches) ; S. Saprofyticus (1 souche) ; et Streptococcus sp. (1 souche)), suivie par
les entérobactéries (E. coli (5 souches) ; Klebsiella sp. (2 souches) et Proteus mirabilis (1
souche)). Uniquement 2/30 souches étaient identifiées comme Ureaplasma sp. Nous

constatons alors que 28/30 des germes isolés sont des germes banaux et non pas de

transmission sexuelle. La figure N° 08, montre la répartition des souches isolées par especes.
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Figure 8 : Répartition des résultats de la spermoculture par espece.
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Les souches isolées du sperme ont présenté une résistance a certaines molécules d’ATB.

Les résultats d’antibiogramme des souches isolées sont résumés par le tableau III.

Tableau III : Les résultats des spermocultures et des antibiogrammes pour 30 patients :

Patients | germes isolés Sensible Résistance

1 Staphylococcus aureus GEN ERY-CLI-TCY-FUS

2 Staphylococcus aureus GEN-ERY-CLI-TCY-FUS //

3 Staphylococcus aureus FOX-GEN-CLI-PRI ERY

4 Klebsiela Oxytoca FOX-CIP-AMC-GEN-COL AMX-AMP

5 Ureaplasma SPP ERY-ROX-ATM-OFX CIP

6 Staphylococcus aureus AMX-CIP-OFX-GEN PEN-SXT-CLI-TET-FUS

7 Staphylococcus aureus OFX-CIP-CFM SXT

8 Staphylococcus aureus GEN-OFX-SXT-AMK-CIP PEN-CLI-FUS

9 Ureaplasma urealyticum ROX-AZM-DO-OFX CIP-

10 E. coli IPM-SXT-GEN-CFM-CTX-CIP AMX-AMC

11 E. coli IPM-SXT-GEN-CFM-CTX-CIP AMX-AMC

12 Staphylococcus aureus FOX-SXT-CIP-FUS- SP-PT-FOS

13 Staphylococcus aureus CIP-GEN-SP-PT SXT-FOX-OXA

14 Staphylococcus aureus OFX-SXT-CIP-FUS-GEN SP-PT-FOS-OXA

15 Proteus mirabilus IMP-GEN-CTX-CIP AMP-AMX-SXT-AMC-COL
16 E. coli GEN-IMP-CTX-CFM-S-CIP AMP-AMX-AMC

17 Staphylococcus aureus FUS-CIP-OXA-SXT OFX-CLI-VAN

18 E. coli IPM-GEN-CTX-CIP-CFM-SXT AMP-AMX-AMC

19 E. coli IMP-OFX-AMC-CIP-CTX AMP-AMX-SXT-NA

20 Streptocoque d VAN-SR-GEN AM-RP-AMC-ERY-RE-RTE
21 Staphylococcus aureus OFX-SXT-VAN-CIP-GEN CLI-SP-FUS-OXA-FOS-ERY
22 Staphylococcus aureus OFX-SXT-CIP-SP-FUS-GEN PT-ERY-OXA-FOS

23 Staphylococcus aureus OFX-SXT-CIP-SP-GEN FC-PRY-ERY-OXA-FOS
24 Staphylococcus aureus OFX-SXT-CIP-SP-GEN DA-FC-PRY-OX-ERY-

25 Staphylococcus aureus OFX-SXT-CIP-CLI-VAN-GEN SP-ERY-OXA-FOS

26 Staphylococcus aureus OFX-SXT-GEN-VAN SP-PT-OX-FOS

27 Staphylococcus aureus OFX-SXT-VAN-FC-PT-FOS SP-ERY-OXA

28 Staphylococcus saprophyticus // SXT-SP-PT-ERY-OXA-FOS
29 Staphylococcus aureus OFX-SXT-VAN-GEN FOS-DA-ERY-OX-SP

30 Klebsiella oxytoca GEN-IPM-CTX-CFM-CIP-AMC AM-AMX-SX-MA-NI

Légende : GEN :gentamycine. ERY : érythromycine. CLI : clindamycine. TCY : tétracycline. FUS : acide fusidique. FOX : céfoxitine.

PRI/PT : pristinamycine. CIP : ciprofloxacine. AM : ampicilline. AMC : amoxicilline-acide clavulanique.AMX : amoxicilline. NA : acide

nalidixique. FOS : fosfomycine. COL : colistine. AZM : azithromycine. OFX : ofloxacine. CTX : céfotaxime. PEN : pénicilline. CFM : céfixime.

SXT : triméthoprime/sulfaméthoxazole. ROX : roxythromycine.VAN : voncomycine. SP : spiramycine. DO : doxycycline. RE : rifampicine.

OX : oxacilline. ATM : aztréonam. NI : nitroxoline, TET : tetracycline, IPM : imipénéme,
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La présence des bactéries dans le sperme est associée a la normospermie dans 16 des
cas : 08 souches de S. aureus ; 04 souches d’E. coli ; 02 souches Kleibseilla oxytoca et une
souche pour Strptococcus d et Ureaplasma spp, ce qui affirme que dans certaines situations la
bactériospermie n’altére pas les parameétres spermatiques. La répartition des résultats du

spermogramme sont montrés par la figure N° 09.
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Figure 9 : répartition des résultats du spermogramme
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II1.2. Impacte de bactéries résistantes aux antibiotiques sur les parametres

spermatiques

Les résultats de 1’étude des parameétres spermatiques, représentées par la VSL (um/s), le
taux des spermatozoides totaux (%) et le taux des progressifs rapides (%), en présence de
différentes souches bactériennes de différents profils de résistance aux antibiotiques et de traits
de virulence, effectuée en présence et en absence de D-mannose, sont montrés par les figures

N° 05 jusqu'a N°10 .

D’apres ces résultats, nous constatons, en absence de D-mannose, la souche de référence
d’E.coli ATCC 25 922 (groupe B2), et la souche MB 377 (groupe D) productrice de CTX-M-
15 affectent de plus les parameétres spermatiques comparés au témoin et aux autres souches
d’E. colirésistantes aux antibiotiques. Les souches d’E.coliS02 (groupe A), S04 (groupe B1),
NDM et KPC, ont tendance a faire un seul groupe qui affectent moins les parameétres

spermatiques comparé a la souche d’E. coli sensible aux antibiotiques et la souche MB 337.

En présence de D-mannose, les souches d’E.coli KPC, NDM et MB377 semblent
affecter le plus les parameétres spermatiques suivie par E. coli sensibles aux antibiotiques et les
souches S04 et S 02, respectivement. Le controle ou le tube témoin semble ne pas étre affecté

par la présence de D-mannose.
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Figure 10 : Parameétres spermatiques en présence des différentes souches E. coli en absence de D-

mannose.
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Figure 11 : Parametres spermatiques en présence des différentes souches E. coli en présence de

D-mannose.

E



IV. Discussion

Le sperme est un liquide physiologique stérile a 1’état naturel. Néanmoins, il pourrait

étre infecté suite a une infection de la sphere génitale ou une contamination par les

pathogeénes ou les commensaux des voies génitales basses.

Selon les résultats de 1’étude rétrospective, les bactéries a Gram positif représentées
principalement par les souches de Staphylococcus sont les bactéries les plus isolées a partir
des échantillons du sperme des patients consultants (19/30). Les souches d’entérobactéries
sont également isolées chez 8/30 des patients. Plusieurs études ont rapporté 1’implication
de ses bactéries dans les infections uro-génitales masculines (Moretti et al., 2009). E. coli
parmi les bactéries les plus isolées chez les patients ayant une spermoculture positive car il
a été identifié comme 1’agent causal de plus de 60% des infections urinaires masculines

(Lang et al., 2013)

Le test de sensibilité aux antibiotiques a montré que ces bactéries présentent une
résistance a certaines molécules a savoir I’ampicilline, amoxicilline, et I’association
amoxicilline-acide clavulanique, Gentamicine, Kanamicine acide clavulanique,

ciprofloxacine, ...

La résistance aux antibiotiques des bactéries isolées du sperme humain est peu
rapportée par la littérature comparée a la résistance aux antibiotiques des souches isolées
du tractus urinaire. En effet, une étude rétrospective, entre 2003 et 2008, incluant 14.119
spermocultures et 1.376 tests de sensibilité, a monté la dominance du phénotype sensible
dans le CHU du Nantes (France) (Leterrier et al., 2011). En revanche, Bouya et coll
(2015) ont observé des pourcentages élevés (>40%) de résistance a des antibiotiques tels
que I’ampicilline, 1’amoxicilline acide clavulanique, 1’association triméthoprime-
sulfaméthoxazole et les fluoroquinolones dans le CHU du Brazzaville (Ia République du

Congo) (Bouya et al., 2015).

Beaucoup d’études ont étudiés 1’impact des infections génitales sur le potentiel
reproducteur masculin, cependant, 1’effet des bactéries sur la qualité du sperme est encore
controversé (Mankveld et kruger, 1998). Dans notre étude rétrospective, la présence des
bactéries dans le sperme est associée a la normospermie dans 16 des cas, ce qui confirme
que la présence des bactéries dans le sperme n’est pas toujours néfaste. Des études ont
montré que I’impact négatif des bactéries sur les parameétres spermatiques dépond de la

nature et la concentration du germe (Sepiilveda et al., 2013 ; Ubedaa et al., 2013).




IV. Discussion

L’impact des bactéries sur les parametres spermatiques est déja invoqué mais, a ce
jour, 'impact de bactéries résistantes aux antibiotiques sur les parametres spermatiques
reste peu étudié, surtout que la résistance aux antibiotiques et la virulence bactérienne
semblent étre deux caractéristiques antagonistes. Nous avons donc tenté d’étudier certains
parameétres spermatiques en présence de différentes souches d’E. coli de différents
mécanismes de résistance aux antibiotiques et de différents phylogroupes. Nous avons
noté que malgré que la souche d’E. coli ATCC 25922 et la souche MB337 de deux
phénotypes de résistance antagonistes (sensible vs résistante, respectivement) mais elles
affectent de la méme manicre les parametres spermatiques étant donné qu’elles
appartiennent a deux groupes phylogéniques proches. En effet, il est connu que les
souches extra-intestinales d’E. coli appartiennent majoritairement au groupe phylogénique
B2 et dans une moindre mesure au groupe D (Johnson & Russo, 2005). La souche MB
337, est une souche isolée a partir d’une infection urinaire masculine. Quant aux souches
S02 et SO4, appartenant aux groupes A et Bl respectivement, sont des souches

commensales isolées a partir de tube digestif de 1’espece aviaire.

Ces résultats semblent ne pas cohérer avec les résultats de Mezhoud et al. (2015)
qui suggerent que les bactéries résistantes aux antibiotiques affectent le moins les
parametres spermatiques comparé aux bactéries sensibles aux antibiotiques. Nos résultats,
montrent que les parametres spermatiques sont affectés par la présence des souches d’E.
coli quel que soit son phénotype de résistance aux antibiotiques mais dépond plus au

moins du phylogroupe de la souche.

Concernant les parameétres spermatiques en présence de D-mannose, le résultat
attendu n’est malheureusement pas atteint. Le D-mannose est ajouté dans le but d’inhiber
les agglutinions spermatiques et par conséquent améliorer les parametres spermatiques,

néanmoins, ils ne le sont pas pour des raisons inconnues.




Conclusion

D’apres les résultats obtenus au terme de ce travail, nous concluons que les bactéries
contaminant la semence humaine sont majoritairement les Staphylococcus et les
entérobactéries. In vivo, la présence de ces bactéries dans le sperme ne possede pas un effet
délétere chez certains patients (normospermie). Le test de sensibilité aux antibiotiques a
révélé que les bactéries infectant la semence sont résistantes a certaines molécules
d’antibiotiques telles que D’ampicilline, amoxicilline, 1’association amoxicilline-acide

clavulanique, gentamicine et kanamicine.

Le test d’infection artificielle de la semence humaine in vitro par des souches
d’E. coli sensibles ou résistantes aux antibiotiques de différents groupes phylogéniques a
montré que les souches extra intestinales d’E. coli affectent le plus les parametres
spermatiques et ceci indépendamment du profil de résistance aux antibiotiques. Les souches
d’E. coli intestinales affectent les parameétres spermatiques beaucoup plus moins comparés
aux souches extra-intestinales. Nos résultats affirment alors que la présence de souches
bactériennes dans le sperme humain a un effet délétere in vitro. Cet effet dépond de la nature

de la souche est non pas de son profils de résistance aux antibiotiques.

Cette étude reste préliminaire, elle doit étre complétée par un ensemble de tests afin
de confirmer I’effet de la présence de souches résistantes telle que la détermination du pH du
sperme infecté au cours du temps, la détermination du taux de vitalité des spermatozoides et

I’effet de cette souche sur I’état de 1’acrosome.

Il serait également intéressant de tester un nombre important de souches

uropathogeénes dont les mécanismes de résistance sont différents.
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Glossaire

Terme Définition

Stérilité Incapacité pour un étre vivant de se reproduire, de procréer,
due a des troubles fonctionnels, a des 1ésions organiques des
organes génitaux ou a une stérilisation volontaire.

Fertilité correspond a la capacité pour un couple de débuter une
grossesse autrement dit de concevoir.

Infertilité est l'incapacité d'un couple a obtenir une grossesse apres
environ une année de rapports sexuels réguliers non protégés

Subfertilité L'état d'étre moins fertile mais encore capable d'effectuer une
fertilisation.

Spermogramme Un spermogramme est un examen médical au cours duquel on
analyse le sperme d'un homme, généralement dans le cadre
d'un bilan de stérilité d'un couple.

Acrosome est la partie antérieure du spermatozoide qui libére les

enzymes permettant la pénétration du spermatozoide dans

I'ovule lors de la fécondation.

Réaction d’acrosome

Modification enzymatique intervenant entre le moment de
I'éjaculation et la fécondation et consistant principalement en
une ouverture de l'acrosome qui coiffe la partie supérieure du

noyau du spermatozoide.

Spermatogenése désigne la production des spermatozoides. Elle s'effectue dans
les testicules et débute au cours de la puberté.

Leucospermie est une anomalie du spermogramme qui se caractérise par une
présence de leucocytes en quantité disproportionnée, c'est-a-
dire supérieure a 1 million/mL de sperme. Ce type de trouble
témoigne généralement d'un processus inflammatoire.

Necrospermie Ou Nécrozoospermie. Pourcentage des formes mortes de
spermatozoides qui dépasse 30 %.

Asthénospermie définie comme une « fatigue » des spermatozoides qui sont
moins mobiles qu'en conditions normale, selon 'OMS une
asthénospermie définie par une mobilité des spz <40%.

Azoospermie absence compléte de spermatozoides dans I'éjaculat.

Oligospermie Selon ’OMS, elle correspond a un nombre de spermatozoides
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N

inférieur a 15 millions/ml; on considére qu’un nombre

inférieur a 10 millions/ml peut étre responsable d’une

infertilité.

Tératospermie

est une altération séminale dans laquelle il existe un nombre
élevé (>96%) de spermatozoides avec des formes anormales

ou atypiques.

Hypospermie

est une diminution de la quantité de sperme. Plus précisément,
elle correspond a un volume du liquide séminal recueilli
inférieur a 1.5 ml sur au moins deux spermogrammes

successifs.

Hyperspermie

terme médical caractérisant une éjaculation de sperme de tres

grande quantité, soit plus de 6 ml.

Ionophore de calcium

appelé ionomycine est un antibiotique produit par la bactérie
Streptomyces conglobatus. Ayant un spectre étroit, cet

antibiotique cible les bactéries a Gram positif en

perméabilisant leur membrane plasmique.

Facteur d’immobilisation

de sperme

Produit par E. coli provoque une immobilisation des

spermatozoides.

Le test de pénétration

Le test de pénétration des spermatozoides (SPA) analyse la

des spermatozoides | capacité du sperme d'un homme a se lier ou a attacher a la

(SPA) membrane de l'ceuf, a pénétrer l'ccuf et subir une
décondensation. Ce sont les premieres étapes nécessaires de la
fertilisation réelle.

Phosphatidylsérine Est un phospholipide, indispensable pour le maintien de toutes
les fonctions cellulaires, en particulier dans le cerveau, et
permet une  meilleure réponse hormonale plus de
testostérone.

D-mannose est un sucre simple, cousin du glucose qui recouvre les

cellules du tractus urinaire, présente une solution efficace aux

infections urinaires a E. coli.

Sperm class analyser

Le systtme SCA® CASA est un logiciel informatique qui
permet une évaluation précise, répétitive et automatique des

parametres  de  spermatozoides  suivants:  motilité,
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concentration, morphologie, fragmentation de I'ADN, vitalité

et réaction d'acrosome.

Velocity straight
(VSL)

line

Vitesse de la trajectoire entre deux points du centroide pris

entre n intervalle de temps.

Spz type a Spermatozoides ayant une vitesse rapide.

Spz type b Spermatozoides ayant une vitesse moyenne.

Spz type ¢ Spermatozoides ayant une vitesse lente.

Spz type d Spermatozoides immobiles.

lipopolysaccharides est un composant essentiel de la paroi bactérienne des

bactéries a Gram négatif. le LPS, extrémement toxique,

représente 1'endotoxine des bactéries a Gram négatif.

a et f-hémolysines

une substance (le plus souvent une protéine) susceptible de causer
une hémolyse, c'est-a-dire une destruction des globules rouges. Elles
sont produites par divers organismes: des bactéries (a-hémolysine

de Staphylococcus aureus) ou des champignons' par exemple

Apoptose

(ou mort cellulaire programmée) est le processus par lequel des
cellules déclenchent leur autodestruction en réponse a un signal.
C'est l'une des voies possibles de la mort cellulaire, qui est
physiologique, génétiquement programmée, nécessaire a la survie

des organismes multicellulaires.

Porines

est une protéine transmembranaire des bactéries permettant le

passage des ions et autres petites molécules hydrophiles.




Résumé

Le présent travail a comme objectif I’étude de 1I’'impact des bactéries résistantes aux
antibiotiques sur les parametres spermatiques. D’abord les infections du tractus urogénital
semblent étre responsables de 15% de cas d’infertilité. D’une part les résultats obtenus apres
I’étude rétrospective montre une grande incidence des souches E. coli et S. aureus, d’autre part
une contamination artificielle du sperme humain par des E. coli résistantes et sensibles aux

antibiotiques a été réalisée, en absence et en présence de D-mannose.

Un outil informatique d’analyse du sperme SCA est utilisé pour suivre la qualité de la

mobilité spermatique et des vitesses de progression (VSL) au cours du temps.

Les résultats obtenus montrent que les parametres spermatiques sont affectés par la
présence des souches d’E. coli quel que soit son phénotype de résistance aux antibiotiques. Ceci
probablement est non lié au statut de résistance mais aux phylogroupes des souches. En effet
I’ajout de D-mannose na rien changé sur la qualité des spermatozoides pour des raisons

inconnues.

Mots clés : sperme, E. coli, résistante, sensible, VSL, SCA, phylogroupe, D-mannose.

Abstract:

The aim of this paper is to study the impact of antibiotic-resistant bacteria on sperm
parameters. First, infections of the urogenital tract appear to be responsible for 15% of cases of
infertility. The results obtained after the retrospective study show a high incidence of the E. coli
and S. aureus strains and an artificial contamination of the human sperm by resistant and

antibiotic-sensitive E. coli was realized, in the absence and presence of D-mannose.

A computer tool for SCA sperm analysis used as a monitor of the quality of sperm mobility

and progression rates (VSL) over time.

The results obtained show that the spermatic parameters are affected by the presence of
E. coli regardless of its phenotype of resistance to antibiotics. This probably it is not related to
the resistance status but to the phylogroups of the strains. Indeed the addition of

D-mannose has changed nothing on the quality of the spermatozoa for reasons unknown.

Keywords: Sperm, E. coli, resistant, sensitive, VSL, SCA, phylogroup, D-mannose.



